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Résumé 
 Le cancer du pancréas (CP) est la quatrième cause de décès par cancer dans les pays 
occidentaux avec un taux de survie à cinq ans inférieur à 5 %. Son incidence est en augmentation depuis les 
quarante dernières années ; en l'absence d'amélioration dans le dépistage et le traitement, le CP deviendra la 
deuxième cause de décès par cancer dans le monde d'ici 2020. Dans ce contexte sombre, nous avons 
récemment mené le premier essai clinique de thérapie génique pour les formes avancées de ce cancer durant 
lequel les patients ont reçu une injection intra-tumorale sous écho endoscopie d'un vecteur non viral codant 
pour le gène de fusion DCK:UMK et le gène SSTR2 combiné au traitement par chimiothérapie. Outre la 
faisabilité et la sécurité de ce protocole, la thérapie génique se traduit par un bénéfice clinique chez certains 
patients. Nous avons également mis en évidence deux éléments majeurs: cet effet bénéfique (1) n'est pas 
corrélé à la dose administrée (2) atteint un "plateau thérapeutique" au-delà duquel les cellules cancéreuses 
résistent au traitement, suggérant ainsi que le transfert de gène intra-tumoral est limitant et que des 
mécanismes additionnels de chimiorésistance restent à identifier et à cibler pour proposer de nouvelles 
stratégies plus efficaces. Ainsi, nous avons recherché  les mécanismes moléculaires mis en jeu dans la primo 
résistance des cellules cancéreuses au traitement par gemcitabine. Dans ce contexte, nous avons ainsi mis en 
évidence l’importance de la cytidine désaminase (CDA) qui catalyse la désamination hydrolytique 
irréversible des CTP en UTP. La CDA est surexprimée dans de nombreux cas de patients ne répondant pas à 
la chimiothérapie et dans les tumeurs pancréatiques par rapport au tissu sain adjacent. Dans des modèles 
expérimentaux, l'invalidation de la CDA se traduit par une profonde inhibition de la prolifération cellulaire et 
par l’induction massive d’apoptose, et cela, même en absence de gemcitabine. Une approche protéomique 
non biaisée nous a permis d’identifier une signature mitochondriale traduisant une reprogrammation 
métabolique en réponse au ciblage de cette enzyme. Enfin, combiner l’invalidation de la CDA et le 
traitement par gemcitabine se traduit par une diminution rarement égalée de la prolifération cancéreuse et de 
la progression tumorale in vivo. Nous avons ensuite recherché de nouveaux vecteurs plus efficaces pour la 
thérapie génique du cancer du pancréas. Nous avons étudié les virus oncolytiques dérivés d’HSV-1 dans les 
quels la ribonucléotide réductase virale est mutée, et dont l’expression de la protéine virale γ34.5 est sous le 
contrôle du promoteur du proto-oncogène B-myb (Myb34.5). Nous avons identifié un contexte moléculaire 
particulièrement favorable à la réplication de ce virus Myb34.5 dans les cellules cancéreuses pancréatiques 
humaines qui sur-expriment non seulement B-myb, mais aussi les ribonucléotide réductases cellulaires 
RRM1 et RRM2 alors que l’expression d’ENT1 est diminuée. Dans les lignées cancéreuses, Myb34.5 
réplique à fort taux et inhibe de façon drastique la prolifération cellulaire, et induit la mort cellulaire par 
apoptose. Cet effet est majoré par le co-traitement des cultures par la gemcitabine. Enfin, le virus Myb34.5 
en combinaison avec la gemcitabine, provoque la régression de tumeurs expérimentales. Durant ce travail de 
thèse, nous avons identifié de nouvelles cibles thérapeutiques pour combattre la chimiorésistance des cellules 
cancéreuses pancréatiques et démontré l’efficacité de virus oncolytiques dérivés d’HSV-1 pour le traitement 
de tumeurs pancréatiques expérimentales. A terme, ces travaux serviront de base à de nouvelles 
combinaisons de gènes thérapeutiques, délivrés ou non par des virus oncolytiques, afin de lever le "plateau 
thérapeutique" observé dans l'essai Thergap et ainsi d'éradiquer efficacement et spécifiquement les cellules 
tumorales pancréatiques. 
 
 Mots clés: Pancréas, cancer, chimiorésistance, cytidine désaminase, virus oncolytiques, thérapie 
génique.  
 
 
 
 
Abstract 
 
 Pancreatic cancer (PC) is the fourth leading cause of death by cancer in Western countries 
with a survival rate of less than 5% at five years. Its incidence has been increasing for the last forty 
years, and, in the absence of improvement in the detection and treatment, PC will become the second 
leading cause of death by cancer worldwide in 2020. Accordingly, we recently conducted the first 
gene therapy clinical trial for patients diagnosed with advanced PC, during which patients received 
using endoscopic ultrasound an intratumoral injection of a non viral vector encoding DCK::UMK and 
SSTR2 genes. Patients were also treated by gemcitabine. In addition to the feasibility and safety of this 
protocol, gene therapy results in a clinical benefit in selected patients. We also highlighted two major 
elements: this beneficial effect (1) is not correlated with the dose administered and (2) reaches a 
"therapeutic plateau" beyond which the cancer cells are resistant to treatment. These considerations 
suggest that the intratumoral gene transfer is limiting and that additional mechanisms of drug 
resistance remain to be identified and defeated to offer new therapeutic perspectives. Therefore, we 
first investigated the molecular mechanisms that may be involved in the primo resistance of cancer 
cells to gemcitabine. We highlighted the importance of cytidine deaminase (CDA) in cohort of 
patients that poorly responded to gemcitabine treatment. This enzyme, which catalyzes the irreversible 
hydrolytic deamination of CTP in UTP, is also overexpressed in PC as compared to adjacent tissue. In 
experimental models, the invalidation of CDA results in the profound inhibition of cell proliferation 
and massive induction of apoptosis, even in the absence of gemcitabine. Using an unbiased proteomic 
approach, we found that several proteins involved in mitochondrial metabolism are strongly altered in 
response to CDA targeting. Finally, combining the invalidation of the CDA and gemcitabine treatment 
results in a rarely achieved inhibition of cancer cell proliferation and tumor progression in vivo. We 
next investigated new delivery vectors/virus for the gene therapy of pancreatic cancer. We selected 
oncolytic viruses derived from HSV-1, in which the viral ribonucleotide reductase is mutated, and the 
expression of the viral protein γ34.5 is under the control of the proto-oncogene B-myb promoter 
(Myb34.5). We first identified a highly favorable molecular context for the replication of Myb34.5 in 
human pancreatic cancer cells as they over-express not only B-myb, but also cellular ribonucleotide 
reductase RRM1 and RRM2 whereas expression of ENT1 is decreased. In cancer cell lines, Myb34.5 
replicates athigh rate, strongly inhibits cell proliferation and provokes cancer cell death by apoptosis. 
This effect is increased by the co-treatment with gemcitabine. Finally, Myb34.5 causes the regression 
of experimental tumors, when combined with gemcitabine. This thesis work opens several interesting 
prospects: we have identified new therapeutic targets to alleviate the chemoresistance of PC cells and 
demonstrated the efficacy of oncolytic viruses derived from HSV-1 for the treatment of experimental 
pancreatic tumors. Ultimately, this work may stem for new combinations of therapeutic genes, 
delivered or not by oncolytic viruses, to defeat the "therapeutic plateau" observed in PC experimental 
models and during the Thergap clinical trial and to specifically eradicate pancreatic tumor cells with 
high efficacy. 
Keywords: Pancreas cancer chemoresistance, cytidine deaminase, oncolytic viruses, gene 
therapy. 
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Figure 2 : Le pancréas : une glande mixte 
(Adapté de The McGraw-Hill Companies) 
Figure 1 : Anatomie du pancréas 
(Passeport santé) 
I-Introduction 
 I-1- Le cancer du pancréas 
I-1-1- Les différents types de cancer du pancréas 
 
Le pancréas est une glande mixte annexée au tube digestif (figure 1). Comme 
présenté sur la figure 2, le pancréas endocrine est composé d’ilots de Langerhans et le 
pancréas exocrine est composé d'acini. Les cellules endocrines sécrètent de l’insuline, du 
glucagon, du peptide pancréatique et de la somatostatine, impliqués dans la régulation de la 
glycémie. Les cellules exocrines acinaires contribuent quant à elle, à la sécrétion du suc 
pancréatique nécessaire à la digestion des aliments.  
 
Les cancers du pancréas  sont divisés en deux groupes: les tumeurs endocrines et les 
tumeurs exocrines. Dans le premier groupe nous retrouvons les tumeurs neuro endocrines 
avec les insulinomes, gastrinomes, glucagonomes ou VIPomes et dans le deuxième groupe, 
l'adenocarcinome pancréatique de phénotype canalaire, et plus rarement, des cancers 
acinaires. L'origine cellulaire de l'adenocarcinome pancréatique est encore débattue de nos 
jours. En effet, en moins d'une décennie, l'utilisation de modèles murins génétiquement 
modifiés mimant la pathologie humaine ont fait tomber le dogme de l'origine canalaire de 
l'adenocarcinome pancréatique canalaire. En réalité toutes les cellules pancréatiques peuvent 
être à l'origine d'un cancer du pancréas dès lors que l’oncogène Kras est muté (1). 
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L'adénocarcinome pancréatique de phénotype canalaire représente 90% des tumeurs 
solides malignes du pancréas diagnostiquées. Ces travaux de thèse se concentrent sur ce 
dernier type de cancer du pancréas et sera ainsi plus simplement qualifié au cours de ces 
travaux de « cancer du pancréas » (CP).  
 
I-1-2- Epidémiologie de l’adénocarcinome pancréatique 
 
Le cancer du pancréas représente la quatrième cause de décès par cancer dans les 
pays occidentaux (2). De plus, il est estimé que, du fait de l'absence de marqueurs diagnostic 
et de traitements efficaces, le cancer du pancréas deviendra la deuxième cause de décès par 
cancer aux Etats-Unis en 2020 (3). La survie à 5 ans est inférieure à 3 % et la médiane de 
survie des patients (tous stades confondus) est de seulement 6 mois. Les principales causes de 
ce pronostic très sombre sont l'absence de signes cliniques et de marqueurs spécifiques 
précoces mais aussi et surtout le manque d'efficacité des traitements actuels tels que la 
chirurgie ou la chimiothérapie. Les signes cliniques de la pathologie (douleurs abdominales, 
amaigrissement, jaunisse) n'apparaissent qu'à des stades tardifs de ce cancer. De ce fait au 
diagnostic, dans 85% des cas, les patients sont non opérables étant donné le caractère 
« localement avancé » ou métastatique de la tumeur. Ces patients se voient alors proposer un 
traitement chimio thérapeutique à base de gemcitabine ou de folfirinox pour les patients dans 
un bon état général (4). 
I-1-3- Les facteurs de risque 
I-1-3-1- Facteurs de risque endogènes  
I-1-3-1-a- Généralités 
Il est aujourd’hui clairement établi qu’il existe trois populations à risque pour le 
cancer du pancréas. Bruenderman et ses collaborateurs ont récemment recensé ces 
différentes populations. Ils ont ainsi défini 3 populations, les patients présentant une 
prédisposition héréditaire, ceux atteint d’un cancer du pancréas familial et enfin, les 
patients ayant des prédispositions naturelles et cliniques (5). 
• Les prédispositions héréditaires 
Le tableau 1 présente les différentes prédispositions héréditaires au cancer du 
pancréas actuellement connues (6).   
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Parmi ces prédispositions, celles qui engendrent le plus souvent un cancer du pancréas 
pour des sujets de 70 ans sont : le syndrome de Peutz-Jeghers, le syndrome FAMM 
(mélanome multiple familial) et la pancréatite chronique héréditaire qui évoluent 
respectivement dans 36 %, 17 % et 40 % des cas, en cancer du pancréas (6).  
 
 
 
 
Tableau 1 : Différentes prédispositions héréditaires au cancer du pancréas (7). 
Le syndrome de Peutz-Jeghers (maladie autosomale dominante et héréditaire) est dû 
à une mutation du gène suppresseur de tumeur STK11 (chromosome 19 position 13.3) codant 
pour la protéine STK11( sérine théonine kinase 11) également appelée LKB1 ( kinase 
hépatique B1). Cette mutation (retrouvée dans 80% de ces syndromes) engendre la production 
d’une protéine non fonctionnelle, normalement impliquée dans la gluconéogenèse et donc 
incapable de contribuer à l’homéostasie du glucose. Ce syndrome de prédisposition à 
différents cancers  tels que les adénocarcinomes pulmonaire ou pancréatique, se caractérise 
par des défauts de pigmentation de la peau pour les cas les plus bénins et par des polypes dans 
le tractus gastro-intestinal pour les cas les plus sévères. Le risque de survenue du cancer du 
pancréas est 132 fois plus important pour les patients atteints de ce syndrome (8). 
Le syndrome FAMM est quant à lui dû à une mutation du gène P16/CDKN2 (locus 
1029). Ce gène suppresseur de tumeur est un régulateur négatif de la prolifération cellulaire 
car il bloque les cellules en phase G1 du cycle cellulaire en inhibant l’interaction de la cycline 
D avec les Cdk4/6 (cycline dependent kinase 4/6). Différentes mutations de P16 ont été 
déterminées pour induire le développement de cancer du fait de la perte de contrôle de la 
prolifération cellulaire. Cette mutation est retrouvée dans 40 % de ces syndromes et évolue 
notamment vers un CP dans 17 % des cas (9). 
La pancréatite chronique héréditaire est un syndrome associé à une inflammation 
pancréatique et causé par la mutation du gène PRSS1 (protéase serine 1, 7q34) codant pour le 
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trypsinogène cationique (10) ou SPINK1 (serine peptidase inhibitor, Kazal type 1,5q32) 
codant quant à lui pour un inhibiteur de la trypsine (11). Cette inflammation se caractérise par 
de nombreuses calcifications du pancréas visibles au scanner. Ces deux mutations ont pour 
conséquence une « autodigestion » du pancréas. En effet, la mutation de PRSS1 induit une 
activation du trypsinogène en trypsine et la mutation de SPINK1 engendre une perte de 
l’inhibition de ce processus. Ces deux mutations permettent donc distinctement d’activer la 
conversion du trypsinogène en trypsine responsable de ce processus.  
• Le cancer du pancréas familial 
 5 à 10 % des cancers du pancréas sont dûs à un cancer du pancréas familial. Ce type de 
cancer concerne des patients atteints d’un cancer du pancréas (non issus d’un syndrome 
héréditaire prédisposant) et apparentés au 1er degré avec des personnes ayant ce même cancer. 
Il est intéressant de noter que lorsque deux individus sont apparentés au 1er degré, le risque de 
survenue d’un cancer du pancréas est de 8 à 12 % alors qu’il est de 16 à 38 % dès lors que 
trois individus sont apparentés. Le problème majeur de ce cancer est que les gènes impliqués 
dans cette transmission sont le plus souvent méconnus, excepté les gènes BRCA2 et ATM 
(ataxia telangectasia mutated gene) qui sont respectivement retrouvés associés à ce type de 
cancer dans 17% et 4,6% (12).   
• Les prédispositions naturelles et cliniques 
Les prédispositions naturelles sont le sexe, l'âge et la "race" de l'individu. Les 
hommes ont 30 % de risque de plus que les femmes d'avoir un CP. La survenue de ce cancer 
augmente avec l'âge avec un âge moyen mesurée à 71 ans. Enfin, l'incidence de ce cancer est 
supérieure de 50 à 90 % pour les populations afro-américaines (13). 
Concernant les prédispositions cliniques endogènes, l’obésité viscérale est le principal 
facteur. En effet, de nombreuses études mettent en évidence le lien entre obésité et différents 
cancers digestifs (adénocarcinome oesophagien, de la vésicule biliaire, du pancréas et des 
cancers colorectaux) (14). Ceci est principalement dû au fait que l'obésité induit une 
inflammation chronique (sécrétion importante de TNFα et d’IL6 par les cellules adipeuses et  
les macrophages du tissu adipeux) et une insulinorésistance à cause d'une dérégulation dans la 
production d'adipokines (tel que la leptine qui stimule les métalloprotéinases de la matrice 
extra cellulaire) ou d'hormones (augmentation de la production d'œstrogènes et androgènes). 
Près de 10 % des cancers du pancréas et colorectaux sont liés à l'obésité aux Etats-Unis. 
Concernant les femmes, l'augmentation de 5Kg/m2 de l'indice de masse corporelle augmente 
de 1,12 fois le risque de survenu du CP (pas de donnée chez l'homme). Tout cancers 
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confondus, une diminution de la masse corporelle induit une diminution de la mortalité par 
cancer de 40% (14). Enfin, le diabète de type 2 n'est pas considéré comme prédisposition 
clinique endogène au cancer du pancréas mais comme un des signes cliniques de ce cancer 
(20% des patients diagnostiqués avec un CP sont diabétiques (15)). Il est estimé que 1 à 2 % 
des diabétiques de type 2 développent un cancer du pancréas dans les deux ans qui suivent le 
diagnostic (16). 
I-1-3-1-b-  Les lésions pré-néoplasiques  
Au sein des facteurs de risque endogènes, nous retrouvons également les lésions pré 
néoplasiques (17). Il existe 3 types de lésions pré-néoplasiques (18) :  
1- Les néoplasies pancréatiques intra-épithéliales (ou PanINs en anglais).  
2- Les tumeurs intra canalaires papillaires et mucineuses du pancréas (TIPMP ou IPMN en 
anglais).  
3- Les cystadénomes mucineux.  
• Les PanINs 
Les PanINs sont des lésions pré néoplasiques dont la fréquence augmente avec l'âge de 
l'individu et qui sont le plus souvent localisées dans la tête du pancréas (19). Les PanINs sont 
des lésions microscopiques intra épithéliales. Il est important de noter que ces lésions sont non 
symptomatiques et indétectables en imagerie car de trop petite taille (inférieure à 5mm). Elles 
sont caractérisées par des anomalies cytologiques et architecturales qui permettent de les 
classer en trois groupes de sévérité croissante PanIN I (type A ou type B), PanIN II et 
PanIN III correspondant respectivement à une dysplasie de bas, moyen et haut grade (20). Le 
développement des PanINs, qui est une longue phase silencieuse, est dépendant du type 
cellulaire d'origine (canalaire ou acinaire) mais aussi et surtout de différentes altérations 
moléculaires que sont: les altérations génétiques (oncogènes et gènes suppresseurs de 
tumeurs) et les altérations épigénétiques (modification des régulations épigénétiques dont la 
perturbation du profil d'expression des microARNs) qui seront développés dans la partie I-1-4 
de cette thèse. 
• Les TIPMP  
Les tumeurs intracanalaires papillaires mucineuses du pancréas sont très fréquentes 
mais responsables de seulement 5 % des tumeurs pancréatiques. Ces lésions se développent à 
partir des cellules du canal pancréatique principal et/ou des canaux secondaires de la tête du 
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pancréas. Ces lésions sont macroscopiques, de taille supérieure à 1cm et donc détectables en 
imagerie contrairement aux PanINs. Les TIPMP correspondent à une prolifération papillaire 
canalaire de l'épithélium associée à une production exagérée de mucus. Cette accumulation de 
mucus engendre alors une distension des canaux pancréatiques. Il existe 4 types de TIPMP: 
intestinale, pancréatobiliaire, gastrique et oncocytaire, présentant une expression 
différentielle des mucines. Ces TIPMP expriment respectivement, Muc 2, Muc 1, Muc 5AC et 
Muc 6. Ces lésions évoluent en adénocarcinome pancréatique dans 60 % des cas pour les 
TIPMP du  canal principal ou mixte et dans 15 % des cas pour celles des canaux secondaires 
(4).  
• Les cystadénomes mucineux 
Ces lésions sont rares, préférentiellement rencontrées chez la femme (21) et touchent 
le plus souvent le corps et la queue du pancréas. Elles correspondent à des lésions kystiques 
associées à une sécrétion de mucus et à un stroma de type ovarien. Ces lésions 
macroscopiques sont de taille supérieure à 2cm et sont donc, comme les TIPMP, détectables 
en imagerie. Vingt pourcent de ces lésions sont associées à un adénocarcinome pancréatique 
(22).  
 
I-1-3-2- Facteurs de risques exogènes 
Le seul facteur environnemental aujourd'hui avéré pour le cancer du pancréas est le 
tabagisme (23). L'importance de l'alcool et  d'une surconsommation en graisses animales 
ou en sucre sont décrits mais débattus. Le tabagisme est en effet, le facteur de risque exogène 
majeur du fait des différents composants d'une cigarette (monoxyde de carbones et divers 
composés organiques volatiles) qui sont très toxiques et pro inflammatoires. Pour des fumeurs 
réguliers, le risque de développer un cancer du pancréas est multiplié par 2,7. De plus, il est 
décrit un effet synergique entre le tabagisme et d'autres facteurs de risque. En effet, un patient 
atteint d'une pancréatite héréditaire et qui fume présente  2,1 fois plus de risques de 
développer un cancer du pancréas (5). Concernant l'alcool, une surconsommation est 
retrouvée dans 80 % des patients atteints de pancréatites chroniques héréditaire (inflammation 
chronique locale) précédemment décrites comme évoluant dans 40 % des cas en cancer du 
pancréas. Enfin, une alimentation riche en graisses animales et en sucres épuise 
respectivement les fonctions exocrine et endocrine du pancréas (24). 
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I-1-4- Les acteurs moléculaires de la carcinogénèse pancréatique 
 
Depuis ces dernières années, de nombreux travaux visent à décrypter les mécanismes 
initiateurs de la cancérogenèse pancréatique. En effet, une meilleure compréhension des 
altérations moléculaires impliquées pourrait permettre, d’une part, une détection et donc un 
diagnostic précoce mais d'autre part, de proposer de nouveaux traitements et ainsi, 
d’améliorer la prise en charge des patients. Les modèles animaux ont largement contribué 
à modéliser le développement des PanINs mais aussi les acteurs moléculaires impliqués. 
Hingorani et ses collaborateurs  ont établi le modèle murin "historique" PDX-1-Cre;LSL-
KrasG12D qui reproduit la progression histologique de la pathologie permettant ainsi 
d'observer et de caractériser les différentes PanINs (25). Dans ce modèle appelé KC, 
l’expression de la Cre recombinase est sous la dépendance du promoteur PDX-1 (Pancreatic 
and duodenal homeobox 1). Au cours du développement embryonnaire, le facteur de 
transcription PDX-1 est exprimé par les cellules épithéliales formant les bourgeons 
pancréatiques. Plus tardivement dans les phases de développement, PDX-1 est impliqué dans 
la maturation des cellules bêta du pancréas. Enfin, à l'âge adulte, PDX-1 est exprimé 
essentiellement  dans les cellules des ilots de langerhans. Ce promoteur permet donc 
l'expression de la Cre recombinase dans les cellules pancréatiques PDX-1+. Parallèlement à ce 
modèle murin, le modèle LSL-KrasG12D a été développé. Ce dernièr présente sur un des 
deux allèles du gène codant pour Kras, un codon stop, encadré de deux sites Lox, qui précède 
le gène Kras muté sur le codon 12 (remplacement d'une glycine par l'acide aspartique). Lors 
du croisement de ces deux modèles, la Cre recombinase est exprimée ce qui induit une perte 
du codon STOP et l'expression hétérozygote du Kras dans les cellules pancréatiques PDX-1+. 
Il est important de noter que le gène codant pour la protéine KrasG12D, constitutivement 
activé, est régulé par le promoteur endogène du gène kras sauvage. De plus, la mutation 
homozygote n'est pas viable. L'expression de KrasG12D induit dans tous les cas le 
développement de PanINs (sur 33 animaux mutés, 33 ont développés des PanINs) aux 
différents stades (précoces et tardifs) et avec la progression histologique observés chez 
l'homme (25). Ce modèle PDX-1-Cre;LSL-KrasG12D a permis de mettre en évidence le rôle 
initiateur de KrasG12D dans le développement des PanINs puis du cancer du pancréas. 
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Les travaux de différentes équipes dont celle de Tuveson ont permis de mettre en 
évidence que le développement des PanINs est dû à une altération moléculaire séquentielle 
que nous allons décrire dans cette partie et qui est représentée sur la figure 3 (19). 
 
 
 
 
 
 
Très précocement, l’expression de la nestine (filament intermédiaire de classe VI) par 
les cellules canalaires engendre des capacités d’invasion et de migration nécessaires à 
l’initiation du développement du cancer du pancréas. En effet, cette protéine interagit avec 
d’autres filaments intermédiaires tels que la vimentine ou la desmine pour former des 
hétéropolymémaires qui induisent une modification dans la dynamique cellulaire (26). Par la 
suite, une érosion des téloméres (destabilise les chromosomes et donc favorise l'instabilité 
génétique) combinée à différentes altérations génétiques et épigénétiques décrites ci dessus 
conduisent à la transformation progressive des cellules canalaires et ainsi au développement 
des PanINs puis du cancer. 
 
I-1-4-1- Les altérations génétiques 
 Parmi cette succession d'altérations géniques, nous développerons dans ce paragraphe 
les altérations génétiques majeures touchant l’expression d’oncogènes et de gènes 
suppresseurs de tumeur. 
I-1-4-1-a- Les oncogènes 
 Les oncogènes ou « gènes du cancer » sont des gènes endogènes ou exogènes 
(exemples des vecteurs viraux) qui contrôlent la prolifération et la différenciation cellulaires. 
Lorsque ces gènes sont mutés ou surexprimés, cela conduit à une prolifération exacerbée et 
contribue au processus de carcinogenèse. Parmi de nombreux oncogènes, Kras et Her-2/neu 
sont des acteurs majeurs des phases précoces de carcinogenèse pancréatique (PanIN-1). 
Figure 3 : Progression des lésions prénéoplasiques de type  PanINs 
(Adapté de Hurban et al. 2008 (19)) 
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• Kras 
Le premier acteur de la carcinogenèse pancréatique est l’oncogène Kras. Son rôle 
initiateur dans la carcinogenèse pancréatique a été mis en évidence grâce au modèle murin 
PDX-1-Cre;LSL-KrasG12D décrit précédemment. Le gène Kras code pour une protéine 
cytosolique, p21ras, de la famille des Rho GTPase. En condition physiologique, l’interaction 
d’un récepteur tyrosine kinase (EGFR, PDGFR,…) avec son ligand engendre la liaison de 
p21ras avec le GTP et donc, son activation. P21ras-GTP active à son tour différentes voies de 
signalisation dont la voie des MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinases/extracellular 
signal-regulated kinases) et la voie PI3K/AKT (phosphoinositide 3-kinase/ protein kinase B) 
qui aboutissent à la prolifération et la migration cellulaire (27). Cet oncogène est muté dans 
un tiers des tumeurs malignes humaines. Les mutations Kras sont retrouvées dans 90 % des 
cas de cancer du pancréas (28). Ces dernières sont majoritairement portées par le codon 12 
(mutation G12D) et ont pour effet de modifier le site de liaison de p21ras avec le GTP ce qui 
réduit fortement l’activité GTPasique de la protéine (29). La protéine p21ras mutée est alors 
bloquée sous sa forme liée au GTP ce qui  induit une activation constitutive de la protéine et 
par conséquent des différentes voies de signalisation en aval de cet oncogène. 
• Her-2/neu 
 Le gène Her-2/neu (17q21) également appelé c-erb-2 code pour une protéine qui 
appartient à la famille des récepteurs tyrosine kinase dont la structure ressemble à celle du 
récepteur à l’EGF (epidermal growth factor). Lorsque Her-2/neu interagit avec son ligand 
NDF (Neu differentiation factor), cela induit une activation des voies MAPK/ERK et 
PI3K/AKT responsables notamment de la prolifération et de la migration cellulaire. La sur-
expression de cet oncogène est retrouvée dans 20 à 40 % des adénocarcinomes pancréatiques 
(30). 
I-1-4-1-b- Les gènes suppresseurs de tumeurs 
 Les gènes suppresseurs de tumeurs, également appelés anti-oncogènes, sont des 
régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. Contrairement aux oncogènes, les gènes 
suppresseurs de tumeurs impliqués dans la carcinogenèse pancréatique subissent une perte de 
fonction. Concernant le cancer du pancréas, les 3 gênes suppresseurs de tumeurs p16/CDKN2, 
p53 et SMAD4/DPC4, dont l’expression est altérée dans les phases tardives de la 
carcinogenèse (PanIN2- PanIN3), sont largement décrits et ainsi impliqué dans la perturbation 
d’une douzaine de voies de signalisations cellulaires (31). 
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• p16/CDKN2 
Le gène p16 (9p21) également appelé p16INK4, CDKN2 ou MTS1 code pour une 
protéine inhibitrice de CDK pour « cyclin dependant kinase » telles que CDK4 ou CDK6. 
Cette inhibition entraine un blocage de la formation des complexes CDK/cyclines et donc un 
arrêt en phase G1. p16 est donc un acteur du cycle cellulaire. Dans 80 % des adénocarcinomes 
pancréatiques, le gène de p16 présente une délétion sur un allèle (9p21-22)  responsable de sa 
perte d’expression. L’absence de la protéine p16 induit une progression incontrôlée dans le 
cycle cellulaire et donc une prolifération accrue (32). 
• p53 
Le gène TP53 (17q13) code pour la protéine p53 qui est un facteur de transcription 
contrôlant le cycle cellulaire et donc la prolifération, la réparation de l’ADN, la sénescence et 
enfin, la mort cellulaire par apoptose. En condition de stress, des lésions de l’ADN, p53 
qualifiées de « gardien de l’intégrité du génome », se lient aux régions promotrices de ses 
gènes cibles tels que p21, BAX ou Gadd45 et activent leur transcription. La liaison de p53 
avec la région promotrice de ces gènes induit respectivement une inhibition de l'activité des 
kinases dépendantes des cyclines (CDK) et donc un arrêt du cycle cellulaire, une libération de 
cytochrome C par la mitochondrie et donc un phénomène d’apoptose, une liaison de Gadd45 
avec PCNA et donc une réparation de l’ADN. Le gène p53 est muté dans plus de 50 % des 
adénocarcinomes pancréatiques (33). 
• SMAD4/DPC4 
Le gène SMAD4 ou DPC4 (18q21.1) pour « deleted in pancreatic cancer locus 4 », 
code pour une protéine qui intervient dans la cascade de signalisation du TGF beta. Lorsque 
ce dernier interagit avec son récepteur, cela engendre la formation d’un complexe protéique 
composé des SMADs1,2,3,5 (R-SMADs) et SMAD4/DPC4 (Co-SMADs). Ce complexe est 
alors importé dans le noyau où il se lie aux séquences SBE (SMAD binding elements) de 
gènes cibles afin d’engendrer un arrêt de la prolifération et une induction d’apoptose. Une 
délétion homozygote est observée dans 30% des cas d’adénocarcinomes pancréatiques (34).  
 
Récemment, Waddell et ses collaborateurs ont séquencés l'intégralité du génome de 
100 adénocarcinomes pancréatiques et analysés le nombre de copies chromosomiques (35). 
Cette étude révéla que des réarrangements chromosomiques étaient à l'origine de la 
modification d'expression de certains gènes suppresseurs dont TP53, SMAD4, CDKN2 mais 
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également de nouveaux candidats de la carcinogenèse pancréatique dont KDM6 (catalyse la 
déméthylation des histones H3) et PREX2 (inhibiteur de PTEN). Des profils de variations 
structurales chromosomiques ont été établis et ont permis de classer les patients en 4 groupes 
à savoir: structure stable, structure avec réarrangements localisés, structure avec 
réarrangements dispersés et enfin, des réarrangements structuraux instables. Ces travaux 
mettent en évidence le grand intérêt de cette technique de séquençage à haut débit permettant 
une analyse globale du génome des patients et rendant ainsi possible d’identifier des 
mutations en autant de cibles potentielles, de pouvoir déceler de possibles résistances au 
traitement envisagé et ainsi, d’adapter la thérapie du patient en vue d’une médecine 
« personnalisée ». 
 
I-1-4-2- Altérations épigénétiques 
 En parallèle des altérations géniques, des altérations épigénétiques ont été recensées au 
cours du développement des PanINs. La régulation épigénétique de l’expression génique 
correspond à la modulation de l’activité des gènes sans changer leur séquence. Ces 
processus sont dits « héritables » car ils se transmettent au cours des divisions cellulaires. Les 
principales régulations épigéniques sont : le système polycombe/trithorax (permet l’inhibition 
de la transcription grâce à la liaison des protéines de la famille des polycombes avec des 
séquences cibles), la méthylation de l’ADN, la modification des histones (méthylation, 
acéthylation ou phosphorylation) et enfin, les microARNs. 
I-1-4-2-a- Le système polycombe/thrytorax 
 Ce système est composé de deux types de protéines dont l’action est antagoniste sur la 
transcription: les protéines polycombes se fixent sur des séquences de reconnaissances 
appelées PRE (Polycombe response elements) et répriment la transcription alors que les 
protéines thrytorax se lient à des séquences TRE (Thrytorax response elements) pour activer 
la transcription. Aucun mécanisme impliquant ce système dans le développement des lésions 
prénéoplasiques n’a été décrit à ce jour. 
I-1-4-2-b- La méthylation de l'ADN 
Les patrons de méthylation de l’ADN d’acteurs clés de la carcinogénese pancréatiques 
ont pu être établis. Sato et ses collaborateurs ont notamment montré que les gènes codant pour 
la mésothéline et la claudine 4, qui sont connus pour être surexprimé dans le cancer du 
pancréas, sont hypométhylés (36).  Contrairement à cela, une hyperméthylation de gènes sous 
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exprimés dans le cancer du pancréas est observée. Tel est le cas de p16 qui peut être sous 
exprimé du fait d’une hyperméthylation de son promoteur (37). Certains gènes suppresseurs 
de tumeurs ont leur expression altérée dans le cancer du pancréas seulement du fait 
d’altérations épigénétiques. Par exemple le promoteur de la cycline D2 ou de APC sont 
hyperméthylés (38). Enfin, Goggins et ses collaborateurs ont mis en évidence une méthylation 
du promoteur des gènes BNC1 (basonuclin 1) et ADAMTS1 (a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs 1) au cours de la carcinogenèse pancréatique. 
La conclusion de ce travail est que la méthylation de ces promoteurs constitue potentiellement 
un marqueur diagnostic des stades précoce de la carcinogenèse pancréatique (39). 
I-1-4-2-c- La modification des histones 
Les histones sont des protéines qui s'associent à l'ADN et induisent son enroulement 
permettant la formation de nucléosomes. Cinq modifications post traductionnelles de ces 
protéines sont décrites dans la littérature: la méthylation, la sumoylation, la phosphorylation, 
l'ubiquitination et enfin, l'acétylation. Ces modifications influent sur l’expression d’acteurs 
majeurs de la carcinogenèse pancréatique tels que Muc 4. Cette mucine transmembranaire 
n’est pas exprimée dans le pancréas sain mais est exprimée très précocement durant les stades 
prénéoplasiques de la pathologie. L’induction de l’expression de Muc 4 est notamment 
régulée par des processus épigénétiques. Dans les premiers stades de cette carcinogenèse, 
Muc 4 est faiblement exprimée car le promoteur de son gène (3q29) est progressivement 
déméthylé mais les histones sont hypoacéthylés (compaction de la chromatine induisant une 
faible expression). Dans les stades tardifs, une déméthylation totale de son promoteur 
combinée à une acétylation des histones induit une décompaction de la chromatine et donc 
une transcription importante du gène. Ceci montre l’importance de la modification des 
histones dans le contrôle de l’expression d’acteurs du développement de la pathologie (40) . 
I-1-4-2-d- Les microARNs 
Depuis ces dernières années, les grandes avancées en vues d’un diagnostic précoce du 
CP se concentrent principalement sur les microRNAs. Ces derniers sont des acteurs majeurs 
de la carcinogénèse et plus particulièrement de la carcinogénèse pancréatique. Leur grande 
stabilité dans les fluides biologiques en font des outils de choix pour un diagnostic rapide et 
non invasif, contrairement aux différents autres outils diagnostiques tels que l’analyse de la 
mutation K-ras sur des pièces opératoires ou des biopsies et du dosage du CA19-9 
(carbohydrate antigen 19-9) circulant dans le sang.  
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Figure 4 : Biogenèse des microARNS                      
(Adapté de Joshi SR et al. 2011 (42)) 
• Biogénèse 
 Les microARNs également appelés miRs ou miARNs, sont de petits ARNs non 
codants, endogènes, de 18 à 27 nucléotides régulant l’expression génique au niveau post 
transcriptionnel. En effet, les microARNs se lient à l’ARNm de leur gène cible et induisent 
une inhibition de la traduction ou la dégradation de leur cible. Les gènes codant pour des 
microARNs représentent 1% du génome. Il est important de noter qu’un seul microARN peut 
avoir une centaine de cible. On évalue que 30 % des gènes sont régulés par au moins un 
microARN (41).   
 Comme le montre la figure 4, 
les gènes codants pour des 
microARNs sont transcrits pour la 
plupart par l’ARN polymérase II. Ils 
forment alors un long transcrit appelé 
microARN primaire composé de 
structures tiges/boucles. Ce transcrit 
est alors pris en charge par le 
complexe Drosha/ DGCR8 puis clivé 
en pre-miARN de 70 à 100 
nucléotides grâce à la fonction RNase 
III de Drosha. Ce dernier est ensuite 
exporté dans le cytosol grâce à 
l’exportine 5 où la structure en boucle est clivée par la RNase III appelée Dicer. Le 
microARN mature est ensuite incorporé au complexe RISC pour pouvoir exercer sa fonction 
de régulateur post transcriptionnel. Selon le degré de complémentarité entre le microARN et 
sa cible: l’ARNm est dégradé lors d’une complémentarité parfaite et la traduction est inhibée 
lors d’une complémentarité imparfaite. Ce site d’hybridation se trouvant majoritairement dans 
la région 3’ non traduite de l’ARNm cible (3’UTR) (42).  
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Figure 5 : Profil d’expression de microARNs 
dans les tumeurs pancréatiques                      
(Adapté de Du Rieu et al. 2010 (44)) 
• Expression des microARNs et cancer du pancréas 
 Les microARNs peuvent être qualifiés de microARNs suppresseur de tumeur (ou 
miRs oncosuppresseurs, tels que let-7, miR-255, miR-125 ou miR15/16) lorsqu’ils ciblent 
l’ARNm d’oncogène  ou de microARNs pro-oncogéniques (ou oncomiRs, tels que miR-21, 
miR-155, miR-17-92) lorsqu’ils ciblent l’ARNm de gènes suppresseurs de tumeurs. Durant le 
processus de carcinogénèse, on mesure une augmentation de l’expression des oncomiRs et 
une diminution de l’expression des microARNs onco-suppresseurs ce qui favorise les 
processus de prolifération, d’invasion, d’angiogenèse et réduit les processus de mort cellulaire 
afin de promouvoir le développement tumoral (43). L’expression des microARNs est régulée 
par différents mécanismes. Le promoteur des microARNs est régulé par des facteurs de 
transcription, des modifications épigénétiques, des mutations, des polymorphismes (type 
SNP) et enfin des modifications génomiques telles que des délétions, des amplifications ou 
des translocations. Enfin, des modifications de l’expression ou de la fonction de Drosha et 
Dicer, deux enzymes clés du processus de biogénèse des microARN, peuvent être observées 
(41).   
Notre équipe est pionnière dans 
l’étude du profil d’expression des 
microARNs au cours de la carcinogenèse 
pancréatique. Comme le montre la figure 5, 
l’équipe a mis en évidence que  nous 
observons très précocement durant le 
développement des PanINs une altération du 
profil d’expression des microARNs. En 
effet, 6 microARNs sont surexprimés (MiR-
21, miR-221, miR-222, miR-29c, miR-200 
et miR-205) et 1 microARN  est sous 
exprimé (let-7) (44). Parmi ces derniers, 
miR-21 présente un intérêt tout particulier dans le cas du CP. Ce microRNA est très 
faiblement exprimé dans le pancréas sain. Par contre, il est surexprimé dès le stade PanIN1 et 
son expression persiste jusqu’au stade de carcinome invasif. En effet, miR-21 est le 
microARN associé avec un mauvais pronostic (45). Il est également un marqueur (1) 
diagnostic du fait de sa sur-expression précoce dès les stades prénéoplasiques puis cancéreux, 
(2) pronostic car la sur-expression de miR21 est associée à une survie globale moyenne plus 
14
Figure 6: Classification des PanINs en fonction du profil d’expression de microARNs 
(Adapté de Yu et al. 2012 (47)) 
faible (15,2 mois contre 27,7mois pour des patients exprimant de faibles taux de miR21 (46)) 
et enfin, (3) prédictif de réponses car impliqué dans des processus de chimiorésistance décrit 
plus tardivement dans cette thèse (44) (Annexe 1). 
Yu et ses collaborateurs ont confirmé  nos résultats en proposant une classification des 
PanINs, représentée figure 6, en fonction du profil d’expression des microRNAs par une 
étude à plus haut débit (47). Ils ont ainsi mis en évidence que l’expression de 107 microRNAs 
est perturbée dans les PanINs en comparaison avec un pancréas sain. Comme présenté figure 
2, les principaux microRNAs sont : miR-21, miR-155, miR-200a/b/c, miR-182, miR-196b, 
miR-296-5p.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces travaux, comme ceux de l’équipe, mettent en évidence l’intérêt des microARNs 
pour permettre un diagnostic précoce des PanINs.  
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I-2- Le diagnostic 
 
 Les stades précoces et donc opérables du cancer du pancréas sont aujourd'hui encore 
difficiles à diagnostiquer. En effet, ce diagnostic est généralement effectué à un stade tumoral 
localement avancé ou métastasique pour des sujets d'une soixantaine d'années. Les 
manifestations cliniques sont variées allant de la douleur abdominale épigastrique à irradiation 
postérieur faisant errer le diagnostic vers une pathologie rhumatismale (douleur dite  "solaire" 
au niveau de la région supérieure et moyenne de l'abdomen) à l'ictère du fait de la 
compression ou de l’envahissement de la voie biliaire principale (communément appelé 
jaunisse), à un amaigrissement, des vomissements, à l'apparition ou à un déséquilibre d'un 
diabète et enfin, à la découverte de lésions secondaires hépatiques (48). 
 Lorsque le diagnostic de cancer du pancréas est suspecté, différents examens, 
notamment d'imagerie, sont réalisés pour confirmer ou réfuter cette suspicion. Dans un 
premier temps, une échographie abdominale centrée sur le pancréas est effectuée. Néanmoins, 
du fait de la situation profonde du pancréas dans l'abdomen, l'échographie ne permet pas un 
examen précis du pancréas et des organes voisins, c'est pourquoi un scanner est réalisé. Ce 
dernier constitue le meilleur examen pour mettre en évidence un syndrome de masse tissulaire 
du pancréas, faire le bilan d’extension (présence de métastases) de la maladie en recherchant 
des lésions secondaires hépatiques et /ou péritonéale et enfin faire le bilan de la résécabilité 
notamment en évaluant la situation d’envahissement, ou pas, de l’artère mésentérique 
supérieure (49). 
 Dans le cas où la chirurgie curative n’est pas envisageable du fait de l'avancée de la 
pathologie (localement avancé ou métastatique), une biopsie (prélèvement de la tumeur par 
cytoponction à l'aiguille fine, FNA, fine-needle aspiration) peut être effectuée sous écho-
endoscopie (technique combinant un examen endoscopique et échographique, EUS, 
Endoscopic ultrasound). Notre équipe a récemment démontré l’intérêt de l’EUS-FNA pour 
une analyse discriminante de l'échantillon au niveau histologique (afin de confirmer le 
caractère néoplasique) et moléculaire (recherche de la mutation K ras G12D, G12V et G12R) 
afin de pouvoir conclure s'il s'agit ou non d'un adénocarcinome pancréatique in situ (Annexe 
2).  
 Une fois le diagnostic histologique confirmé, le patient est pris en charge en fonction 
de l'état général, du bilan d'extension local et à distance et enfin, de la résécabilité. 
16
Figure 7: Prise en charge des patients atteints d’un cancer du pancréas                  
(Adapté de Neesse et al. 2013 (50) et Michl et al. 2013 (51)) 
Figure 8: Différentes parties 
anatomiques du pancréas  
(Adapté de Hepathoweb) 
I-3- Les traitements  actuels du cancer du pancréas 
 
 La prise en charge des patients est résumée sur la figure 7 ci-dessous (50) (51). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I-3-1- Le traitement curatif: la résection chirurgicale  
 
 A l'heure actuelle, le seul traitement curatif est la résection chirurgicale autrement dit 
une pancréatectomie. Néanmoins cette dernière n'est possible que dans 10 à 15 % des cas 
d'adénocarcinomes pancréatiques diagnostiqués. 
Selon la zone du pancréas qui est réséqué, on distingue:    
1- L'opération de Whipple qui correspond à 
une duodéno-pancréatectomie céphalique (ou DPC) et 
donc à une résection de la tête du pancréas représentée 
figure 8. Cette dernière représente les deux tiers des 
pancréatectomies. Après une DPC, la survie à 5 ans est 
seulement de 10 % du fait d'un envahissement 
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ganglionnaire fréquent (persistance des métastases).   2- La splénopancréatectomie gauche 
qui consiste à la résection de la tête du pancréas et de la rate. 3- La splénopancréatectomie 
totale où la rate et la totalité du pancréas sont enlevées. 
 I-3-2- Les traitements palliatifs 
I-3-2-1- La chirurgie 
 Les techniques de chirurgie palliative correspondent à des dérivations, de type 
digestives lorsque la tumeur comprime le duodénum (dans 12 % des cas), biliaires lorsque le 
canal cholédoque (transporte la bile du foie et de la vésicule biliaire vers l'intestin grêle) est 
bouché ou enfin bilio-digestive afin de relier directement le canal cholédoque et l'estomac 
avec l'intestin grêle. Ce type de dérivations est généralement réalisé par interventions 
chirurgicales. Néanmoins, nous assistons désormais à l'émergence des techniques moins 
invasives et aussi efficaces que sont les endoscopiques thérapeutiques (49). 
 
I-3-2-2- Chimiothérapie 
  I-3-2-2-a-La gemcitabine 
 La gemcitabine est depuis 1997 le traitement de référence pour les patients atteints 
d’un cancer du pancréas (52). 
• Classe pharmacologique 
 Le 2,2difluorodéoxycytidine (dFdC) ou Gemcitabine (commercialisée sous le nom de 
Gemzar) est une molécule anticancéreuse de la famille des anti-métabolites pyrimidiques.  
• Mode d’action 
 La gemcitabine est un analogue synthétique de la déoxycytidine avec laquelle elle 
entre en compétition lors de son incorporation dans l’ADN.  Dans le cas où la gemcitabine est 
incorporée, la phase d’élongation de l’ADN est inhibée ce qui induit un blocage des cellules 
en phase S suivit d’une mort cellulaire par apoptose (voie mitochondriale). Cette 
incorporation n’est pas détectée par les exonucléases qui ne peuvent donc pas exciser la 
gemcitabine de l’ADN. Ce phénomène a été qualifié par Barton-Burke en 1999 de 
« terminaison de chaîne masquée » (53). Cet effet inhibiteur de la synthèse d’ADN est 
potentialisé par l’inhibition de la ribonucléotide réductase (RRM) induite par la gemcitabine 
sous sa forme di-phosphorylée qui inhibe la synthèse de novo de nucléotides et favorisant 
ainsi son incorporation dans l’ADN. 
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Figure 9: Les transporteurs 
transmembranaires de gemcitabine 
(Adapté de Spratlin et al  2010 (54)) 
 
• Métabolisation  
 Comme représenté sur la figure 9, la gemcitabine pénètre dans la cellule via deux 
types de transporteurs (54):  
 - Les transporteurs « équilibrateurs » ou 
hENT (human equilibrative nucleoside 
transporter) assurent un transport passif de la 
gemcitabine par diffusion facilitée à travers la 
membrane plasmique. Il existe deux hENTs 
capables de transporter la gemcitabine: hENT1 
et hENT2.  
- Les transporteurs « concentrateurs » ou CNT 
(concentrative nucléoside transporter), assurent 
quant à eux un transport actif, dépendant du 
sodium. CNT1 et CNT3 transportent la gemcitabine (55). Le transport de la gemcitabine est 
majoritairement effectué par les transporteurs ENT1 et CNT1. hENT1 est majoritairement 
exprimé à la membrane des cellules cancéreuses pancréatiques contrairement à CNT1 qui est 
très faiblement exprimé (56). hENT1 est donc le transporteur majoritaire de la gemcitabine. 
Ce transporteur est exprimé par tous les tissus sauf le muscle squelettique. Il est fortement 
exprimé dans le foie, le cœur, les testicules, la rate, le poumon, le rein et le cerveau (57). 
  La gemcitabine intracellulaire peut alors être métabolisée et ainsi activée. Il est 
important de noter que seul 10 % de la gemcitabine intracellulaire suit cette voie d’activation. 
En effet, 90 % du dFdC est désaminée et donc inactivée par la cytidine désaminase (CDA) en 
2,2difluorodéoxyuridine (dFdU), métabolite biologiquement inerte dans la cellule (58) . 
L’activation de la gemcitabine est effectuée par trois phosphorylations successives effectuées 
respectivement par la déoxycytidine kinase (DCK), l’uridylate monophosphate kinase 
(UMPK) et une troisième kinase, appelée nucléoside diphosphate kinase (NDK). La forme 
triphosphorylée de la gemcitabine est alors incorporée dans l’ADN et bloque ainsi la synthèse 
d’ADN comme précédemment décrit (58).  
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• Données clinique 
 L'efficacité de la gemcitabine pour la prise en charge des patients atteints d'un cancer 
du pancréas fut démontrée en 1997 par Burris et ses collaborateurs (52). Cet essai randomisé, 
effectué sur 126 patients atteints d’un cancer du pancréas, révéla une survie moyenne de 5,65 
mois avec un bénéfice clinique de 23,8 % et un taux de survie à 12 mois de 18 % pour les 
patients traités par gemcitabine. Concernant les patients traités par 5-fluorouracile (5-FU : 
antimétabolite, analogue pyrimidique, utilisé comme traitement de référence jusqu’alors) les 
résultats sont, un taux de réponse de 4,41 mois, un bénéfice clinique de 4.8 % et enfin, un taux 
de survie à 12 mois de 2 %. Ce test permis également de mettre en évidence la faible toxicité 
de la gemcitabine.  
• Gemcitabine modifiée 
 Pour pallier aux résistances innées et acquises des cellules cancéreuses pancréatiques à 
la gemcitabine, différents types de gemcitabine  « modifiée » ont été développés. 
 Afin de contourner les résistances imputables à la faible expression d'hENT1, une 
gemcitabine amphiphile capable de traverser la membrane plasmique de façon indépendante 
du transporteur a été synthétisée (59). Pour cela, la gemcitabine a été couplée de façon 
covalente à un lipide naturel dérivé du squalène formant ainsi des nanoparticules de 5’(N)-
trisnorsqualenoyl-gemcitabine  (SQdFdC). Dans le même but, de la gemcitabine combinée à 
du polyéthylène glycol a été testée. Grâce à ce PEG, la gemcitabine pénètre dans la cellule par 
endocytose. L’intérêt du PEG est, qu’il augmente la demie-vie des molécules (ralentissement 
de la clearance rénale et augmentation de la circulation dans le sang), limite l’agrégation et 
enfin accroit la cytotoxycité de la gemcitabine (La concentration inhibitrice 50 ou IC50 à 5 
jours pour des MiaPaca-2 est de 189nM pour des cellules traitées par PEGgemcitabine alors 
qu’elle est de 423nM lors d’un traitement à base de gemcitabine) (60).  
 Par la suite, des liposomes (SQdFdc) combinés à du polyéthylène glycol 
(PEGlyposome) ont été développés. Cette dernière évolution permit d’augmenter la 
pharmacocinétique et la biodistribution de la gemcitabine. La combinaison de  la gemcitabine 
avec l’acide élaidique (appelé CO-101 ou CP-4126) permet également une entrée 
intracellulaire hENT1 indépendante (61). 
 Les modifications de la gemcitabine effectuées pour limiter, voire bloquer, l’action de 
la cytidine désaminase comprennent du PEG, des squalènes, de l’acide valproïque et enfin, 
des dérivés d’acyl linéaires. Toutes ces modifications se trouvent au niveau du groupement 
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Figure 10: Structure chimique de 
la gemcitabine (dFdC)        
(Adapté de « Drugs.com ») 
NH2 en 4’ de la gemcitabine (dFdC) afin d’empêcher la 
désamination de la cytidine en uridine (représentée 
figure 10).  
Enfin, des modifications de la gemcitabine en 5’ 
permettent de palier à la déficience intracellulaire de 
DCK. En effet, la gemcitabine phosphoramide 
correspond à une gemcitabine monophosphatée qui peut 
alors poursuivre son activation via UMK malgré 
l’absence de DCK (61).  
 Peu de résultats sont publiés dans la littérature concernant le bénéfice thérapeutique 
apporté par ces différentes gemcitabines. Seuls Poplin et ses collaborateurs ont publié les 
résultats concernant l'essai randomisé, multicentrique, de phase II  visant à évaluer l'effet de la 
gemcitabine liée à l'acide élaïdique (CP-101)  sur la survie globale de patients atteints d'un 
cancer du pancréas métastatique et exprimant faiblement le transporteur hENT1 (62). Cette 
étude effectuée sur 367 patients, révèle que CP-101 n'améliore pas la survie globale des 
patients en comparaison avec la gemcitabine non modifiée. De plus, durant cette étude, sur 
367 patients, 358 présentaient de faibles taux d'expression d'hENT1. De manière surprenante, 
aucune corrélation ne peut être effectuée à l'issu de cet essai entre la réponse au traitement à 
base de gemcitabine non modifiée et l'expression d'hENT1. En effet, l'expression de hENT1 
n'a pas montré de valeur prédictive en situation métastatique. Il est important de souligner que  
l'expression de hENT1 est évaluée dans cette étude par immunohistochimie sur des pièces 
opératoires de tumeurs pancréatiques via l'utilisation d'anticorps (clone SP120 de lapin) dont 
la valeur prédictive est maintenant discutée. Il existe à l'heure actuelle un deuxième anticorps 
non pas de lapin mais de souris (clone 10D7G2). Ce dernier propose une interprétation 
différente de celle obtenue avec le SP120. Néanmoins, cet anticorps de souris  n'est 
actuellement pas commercialisé et donc non utilisable en routine (63).  
• Evaluations cliniques de polychimiothérapies 
 De nombreuses associations de molécules chimiothérapeutiques avec la gemcitabine 
ont été testées en clinique, principalement des associations avec le cisplatine, le 5-FU, le 
docétaxel et enfin dernièrement avec le nab-paclitaxel. Néanmoins, aucune de ces associations 
hormis celle avec le nab-paclitaxel, n'a permis une amélioration significative de la survie 
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Figure 11: Comparaison de la survie globale et de la survie sans progression de patients 
atteints d’un cancer du pancréas localement avancé ou métastatique, traités par 
Folfirinox ou gemcitabine (Adapté de Conroy et al. 2011 (66)) 
globale des patients en comparaison avec un traitement à base de gemcitabine seule. Cette 
dernière association sera décrite dans le paragraphe concernant le nab-paclitaxel. 
 
I-3-2-2-b-Le folfirinox  
• Classe pharmacologique 
Plus récemment, les patients diagnostiqués à des stades métastatiques mais néanmoins 
dans un bon état général, ont été traités avec le protocole poly-chimiothérapeutique appelé 
FOLFIRINOX (64).  En effet, les résultats encourageants de ce protocole dans le traitement 
du cancer du colon (un traitement de première intention à base de folfirinox améliore la 
médiane de survie de 3,5 mois par rapport aux traitements monochimiothérapeutiques) (65) 
ont offert une nouvelle possibilité de traitement pour le cancer du pancréas. 
• Mode d’action 
 Ce protocole correspond à la combinaison de l’irinotecan (induit des lésions simple-
brin de l'ADN), oxaliplatine (agent antinéoplasique), 5-FU (antimétabolite de la famille des 
analogues pyrimidiques) et acide folinique (métabolite actif de la vitamine B9 utilisé comme 
adjuvant des chimiothérapies).  
• Données cliniques 
Les patients traités par Folfirinox recoivent le premier jours un bolus composé des 4 
molécules puis ce même jours, les patients sont placés sous diffuseur en continu de 5-FU 
durant 46H. Cette combinaison de molécules chimiothérapeutiques permet d’augmenter la 
survie globale des patients atteints d’un cancer du pancréas métastatique. En effet, comme le 
montre la figure 11,  la médiane de survie est de 11,1  mois avec le folfirinox au lieu de 6,8 
mois avec la gemcitabine. Concernant la survie sans progression, la médiane est de 6,4 mois 
avec le FOLFIRINOX contre 3,3 mois avec la gemcitabine (66).  
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Il est important de noter que parallèlement à ces améliorations drastiques de la survie 
globale et de la survie sans progression, de sévères effets secondaires ont été recensés : 
incidence plus élevée de neutropénie de grade 3 ou 4, de neutropénie fébrile, de 
thrombocytopénie, de diarrhée, neuropathie sensorielle et enfin, une alopécie de grade 2 
(accélération de la chute capillaire). 
Il est courant que les patients diagnostiqués avec un CP métastatique reçoivent de la 
gemcitabine en traitement de deuxième intention après le folfirinox. 
I-3-2-2-c- Le nab-paclitaxel 
• Classe pharmacologique 
 Le paclitaxel est le nom commercial du taxol qui est une molécule chimio 
thérapeutique de la famille des taxanes découverte en 1967 (67). Ces diterpènes ont 
initialement été isolés de l’if de l’ouest  qui est un conifère originaire d’Amérique du nord. 
Les taxanes qualifiés de poison du fuseau, se lient à la tubuline beta, ce qui inhibe la 
dépolymérisation des microtubules kinetochoriens nécessaires à la séparation des 
chromosomes et donc bloque les cellules en métaphase (68). 
  L’efficacité de ces molécules a initialement été prouvée pour le cancer du sein et le 
cancer du poumon (69). La faible efficacité de la gemcitabine et la résistance connue des 
cellules cancéreuses pancréatiques à cette drogue ont engendré l’intérêt pour cette nouvelle 
chimiothérapie. Les premiers résultats concernant l’utilisation des taxanes en clinique pour le 
CP furent décevants (amélioration de la médiane de survie très faible) et mirent en évidence 
une toxicité (neutropénie, neuropathie, réactions d’hypersensibilité) car ces molécules sont 
hydrophobes et donc nécessitent l’utilisation de solvants potentiellement toxiques (crémophor 
EL, tween80) (70). 
 Récemment, pour éviter l’utilisation des solvants et donc contrecarrer cette toxicité, le 
Nab-Paclitaxel ou Abraxane a été développé. Cette véritable innovation technologique basée 
sur la « nab-Technologie TM» consiste à lier des molécules chimiothérapeutiques actives à des 
nanoparticules d’albumines (130nm). Ainsi, le transport des taxanes est médié par l’albumine, 
transporteur naturel des molécules hydrophobes de l’organisme (hormones, acides gras, 
vitamines). Le deuxième intérêt est que les cellules tumorales absorbent des quantités élevées 
d’albumine ce qui favorise le ciblage des cellules tumorales (71).   
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Figure 12: Mécanisme d’action de l’abraxane 
(Adapté de « Abraxane® » site internet de Celgene) 
• Mode d’action 
 Comme détaillé sur la figure 12, après l’administration intraveineuse de l’Abraxane,  
les nanoparticules se dissocient puis sont captées par les récepteurs transmembranaires de 
l’albumine présents à la surface des cellules endothéliales des vaisseaux appelés gp60. Elles 
sont alors endocytées dans des vésicules provenant d’invagination de la membrane 
plasmiques appelées cavéoles et ce, de façon clathrine indépendant. Ce phénomène appelé 
transcytose permet ainsi au complexe de traverser l’endothélium de la tumeur et d’atteindre 
l’espace inter tumoral dans lequel la protéine SPARC pour « secreted protein acidic and rich 
in cysteine », est sécrétée de façon abondante par les cellules tumorales. Cette protéine se lie 
alors à l’albumine par affinité, permettant ainsi de séquestrer le complexe albumine-paclitaxel 
dans la tumeur. Cette accumulation de paclitaxel induit alors une mort cellulaire par apoptose 
(72). Néanmoins, aucune corrélation n’a été montrée entre le taux d’expression de SPARc et 
l’activité du nab-paclitaxel. De ce fait, contrairement à ce qui fut publié (73),  SPARc n’est 
pas un marqueur prédictif de réponse au Nab-paclitaxel (74). 
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Figure 13: Comparaison de la survie globale, de la survie sans progression de patients atteints 
d’un cancer du pancréas traités par gemcitabine et nab-paclitaxel ou gemcitabine seule.                                              
(Adapté de Von Hoff et al. 2013 (76)) 
 
Tableau 2: Effets secondaires recensés pour des patients atteints d’un cancer du pancréas, 
traités par gemcitabine et nab-paclitaxel ou gemcitabine seule (Adapté de Von Hoff et al. (76)) 
 
• Données cliniques 
 Le nab-paclitaxel n’est utilisé  qu’en combinaison avec la gemcitabine car il 
potentialise l’effet de la gemcitabine notamment via une inhibition de la cytidine désaminase 
(75). Il est important de noter qu'il ne dispose pas encore de l'autorisation de mise sur le 
marché en France. Les données cliniques, représentées figure 13 et visant à comparer la 
gemcitabine seule versus la gemcitabine plus nab-paclitaxel ont mis en évidence une 
amélioration de la survie globale avec une médiane de 8,5 mois pour le groupe 
gemcitabine/nab-paclitaxel contre 6,7mois pour le groupe gemcitabine, de la survie sans 
progression avec une médiane de 5,5 mois pour le groupe gemcitabine/nab-paclitaxel contre 
3,7 mois pour le groupe gemcitabine (76).  
Comme regroupés dans le tableau 2 ci dessous, des effets secondaires ont tout de même été 
observés. 
 
 
 
I-3-2-3-Radiothérapie 
La radiothérapie appliquée au CP consiste à soumettre des rayonnements énergétiques 
au niveau de la zone abdominale, le plus souvent en combinaison avec la chimiothérapie dans 
Effet secondaire Pourcentage pour le groupe 
Gemcitabine/Nab-Paclitaxel 
Pourcentage pour le groupe 
Gemcitabine 
Neutropénie de grade 3 ou plus 38% 27% 
Fatigue 17% 7% 
Neuropathie 17% 1% 
Neutropénie fébrile 3% 1% 
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le cas où les patients ont une tumeur localement avancée, non opérable. On parle alors de 
radio chimiothérapie. La radiothérapie peut également être utilisée en traitement 
préopératoire, qualifiée de néo adjuvante, pour des patients dont la résection chirurgicale est 
possible. Enfin, elle peut être utilisée chez certains patients pour atténuer certains symptômes 
tels que la douleur abdominale. Néanmoins, de nombreuses équipes travaillent depuis 
plusieurs années sur l’optimisation de ce type de thérapie pour améliorer différents paramètres 
à savoir, la dose de rayonnement, la taille du champ et la technique en elle même tout ceci 
afin de pouvoir évaluer de plus près les bénéfices apportés par cette technique en terme de 
survie, de contrôle local de la maladie et enfin de la qualité de vie du patient (77). De réels 
efforts sont à faire pour améliorer l’effet de la radiothérapie dans le traitement du cancer du 
pancréas. 
 
I-3-2-4- Biothérapies  
Toute la complexité du traitement du cancer du pancréas revient aux différentes 
altérations géniques dénombrées et donc à une importante hétérogénéité cellulaire au sein 
d'une même tumeur ou d'un même patient. En effet, il est décrit qu’une centaine de mutations 
peuvent être détectées dans une tumeur pancréatique ceci conduisant à des phénomènes de 
résistance clonale et donc au manque d’efficacité des biothérapies dites "ciblées" sur un seul 
gène ou protéine (78). En effet, BAY 12-9566 (inhibiteur des métallo protéinases), lonafarnib 
(inhibiteur de la farnésyl transférase), bevacizumab (anticorps monoclonal dirigé contre le 
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire), cetuximab (anticorps monoclonal murin 
humanisé ciblant et bloquant le récepteur au facteur de croissance épidermique), axitinib 
(inhibiteur des tyrosines kinases, spécifique des récepteurs du facteur de croissance de 
l'endothélium vasculaire et le sorafenib (inhibiteur multikinases) sont toutes des biothérapies 
qui malgré leur étude en clinique, n'ont pas démontré une activité permettant de prolonger la 
médiane de survie des patients. Seul l'erlotinib (inhibiteur sélectif de la tyrosine kinase du 
récepteur du facteur de croissance épidermique) a pu montrer un effet significatif, bien 
qu'insuffisant, en terme de survie en comparaison du traitement chimiothérapeutique à base de 
gemcitabine (79). Les autres raisons de ce manque d’efficacité des biothérapies sont ; 
l’importante réaction desmoplasique fibreuse du stroma et la faible perfusion des 
tumeurs qui diminuent considérablement l’accessibilité des drogues dans la tumeur. Cela a 
engendré le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant le 
microenvironnement tumoral discutées dans la partie suivante. 
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Figure 14: Composition du stroma tumoral   
(MEC: matrice extra cellulaire, CE: cellule endothéliale, 
CI : cellule immunitaire)                                             
(Adapté de Apte et al. 2013 (81)) 
 
I-4- Approches thérapeutiques innovantes : Ciblage 
du microenvironnement tumoral 
 
 Le microenvironnement tumoral, dans le cas du cancer du pancréas joue un rôle 
majeur dans la progression tumorale et la résistance au traitement pour les différentes 
raisons (réaction desmoplasique, hypovascularisation,…) qui vont être décrites dans cette 
partie. De ce fait de nombreux travaux portent sur de nouvelles approches thérapeutiques 
visant à cibler ce microenvironnement tumoral au niveau de ces différentes composantes à 
savoir: matricielle, neuronale, immunitaire, endothéliale et enfin, fibroblastique. 
 
I-4-1- Définition du microenvironnement tumoral 
 
 Le microenvironnement 
tumoral est un autre acteur majeur de la 
carcinogenèse pancréatique. Comme le 
montre la figure 14, le 
microenvironnement tumoral est 
composé d'une matrice extra cellulaire 
et de différents types cellulaires telles 
que les cellules étoilées, les cellules 
endothéliales, les cellules immunitaires 
et enfin les cellules nerveuses. Ces 
différents éléments et leur implication 
dans la carcinogenèse pancréatique 
seront développés (80). Il est 
important de noter que le stroma 
fibrotique peut représenter jusqu’à 
80.% de la masse tumorale. Dans le cas du cancer du pancréas, le microenvironnement 
tumoral présente différentes caractéristiques qui sont : la fibrose, l'hypoxie et 
l'hypovascularisation (81). 
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I-4-1-1- Les cellules étoilées 
 L'origine des cellules étoilées pancréatiques également 
appelées cellules stellaires (aPSC) est aujourd'hui encore débattue. En 
condition physiologique, cette population cellulaire retrouvée dans 
l'espace péri acinaire, représente 4 % des différents types cellulaires 
pancréatiques et est qualifiée de cellules "myofibroblast-like". En 
condition pathologique ces cellules passent d'un statut quiescent où 
elles stockent du gras, à un statut activé appelé "stade fibroblastique" caractérisé par 
l'expression des protéines α-SMA (α-smooth muscle actin) et de la desmine (82). Les cellules 
sont alors qualifiées de CAF pour « cancer associated fibroblast ». Il est décrit dans la 
littérature que les aPSC sont activées par des cytokines, facteurs de croissance ou enfin, le 
stress oxydant. stromale. Les aPSC activées synthétisent alors de la fibronectine et du 
collagène qui contribuent au développement de la matrice extra cellulaire et donc à la fibrose 
stromale. Elles produisent également différents facteurs pro inflammatoires dans le 
microenvironnement : le TGFβ (facteur de croissance notamment pro fibrogénique (83)), le 
TNFα, CTGF et différentes interleukines ((IL)-1β, IL-6, IL-8, IL-15) (81). De plus, grâce à 
une boucle autocrine, ces facteurs régulent également la prolifération des aPSC, ce qui 
amplifie la réaction inflammatoire (81). Les CAF sont également des cellules clés dans la 
chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques notamment du fait d'une activation de 
la voie PI3K / mTOR dans ces cellules qui induit une synthèse et donc une sécrétion 
importante de molécules chimioprotectrices (tel que l'IL6) (84). 
I-4-1-2- Les cellules endothéliales 
 Les cellules endothéliales sont également présentes dans le 
microenvironnement tumoral et sont impliquées dans 
l'angiogenèse mais aussi et surtout la néo angiogenèse qui est un processus cancéreux visant à 
établir de nouveaux vaisseaux pour permettre une nutrition et donc une prolifération des 
cellules cancéreuses. De manière intéressante, la densité vasculaire du pancréas est diminuée 
de 80 % lors d'un adénocarcinome pancréatique (85). Ceci pouvant être expliqué par la 
sécrétion des cellules cancéreuses pancréatiques de facteurs anti angiogéniques de type : 
angiostatine, endostatine et thrombospondine-1. Les cellules endothéliales entrent également 
dans la composition des vaisseaux lymphatiques. Ce processus appelé lymphangiogenèse est 
fortement perturbé dans le cancer du pancréas tant au niveau de la tumeur que du 
microenvironnement car les vaisseaux sont collapsés et donc non fonctionnels (86). 
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I-4-1-3- Les cellules nerveuses 
 La particularité du cancer du pancréas est une 
restructuration importante du compartiment neuronal dû à un 
processus d’invasion perineurale et de remodelage neuronal. Ce 
dernier est notamment induit par les CAfs qui sécrètent SLIT2 
(molécule de guidage axonal), facteur induisant la croissance des 
corps cellulaires de neurones (ou neurites) (87). Ces tumeurs sont plus précisément 
composées de fibres nerveuses myélinisées et non myélinisées. Ces dernières sont impliquées 
dans l'invasion et la migration des cellules cancéreuses le long des nerfs grâce à la sécrétion 
de facteurs tels que NGF (Pour Nerve growth factor) (88) et GDNF (glial-derivated 
neurotrophic factor) (89) qui eux mêmes stimulent la sécrétion et l'activation de 
métalloprotéases. Le cancer du pancréas localement avancé et/ou métastatique présente un 
envahissement local notamment des fibres nerveuses. Cette innervation de la tumeur est 
également impliquée dans la transmission au système nerveux central de la douleur. 
I-4-1-4- L'échappement du système  immunitaires 
 La composante immunitaire du microenvironnement tumoral 
comprend différents types cellulaires impliqués dans l'immunité innée tels 
que les macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes ou les 
granulocytes et ceux impliqués dans l'immunité adaptative à savoir les 
lymphocytes B et T. Notons que les mastocytes sont activés par les aPSC ainsi que les cellules 
cancéreuses.  Il est surprenant d’observer que malgré le recrutement d'un grand nombre de 
cellules immunitaires dans le microenvironnement, les cellules cancéreuses pancréatiques 
parviennent à proliférer de façon importante. Ceci peut s'expliquer par le fait que les cellules 
cancéreuses échappent à la réponse immunitaire via différents mécanismes, tels que la 
diminution de l'expression des molécules de type CMH et du récepteur FAS (récepteur de 
mort) (90), en inhibant l'activation des lymphocytes T effecteurs tout en recrutant en parallèle 
des lymphocytes T régulateurs (91), en sécrétant des cytokines immunosuppressives telles que 
l'IL10 et le TGFβ  (92) et enfin en induisant une mort cellulaire par apoptose des lymphocytes 
T infiltrant les tumeurs  (93). Cette composante du microenvironnement tumoral joue un rôle 
majeur dès les stades précoces. En effet, l'intégralité de ces cellules conduit à un contexte 
inflammatoire qualifié de pro tumoral. 
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I-4-1-5- La matrice extra cellulaire 
 Ce dernier élément de ce microenvironnement diffère des 
autres par le fait qu'il ne s'agit pas d'une composante cellulaire 
(80). La matrice extra cellulaire est principalement composée de 
collagène, fibronectine et périostine. Généralement, une réaction 
desmoplasique importante conduit à une diminution du caractère invasif des cellules 
tumorales car le collagène de type IV présent dans la membrane basale isole les cellules 
cancéreuses de la matrice interstitielle. Dans certains cancers, dont le cancer du pancréas, 
l'isolement n'est pas maintenu du fait de brèches effectuées par les métalloprotéases dans cette 
membrane basale. Ces brèches favorisent alors l'invasion et la migration des cellules 
tumorales. Les protéines clés de la matrice extra cellulaire qui sont impliquées dans le 
caractère invasif du cancer du pancréas sont donc les métalloprotéases appelées MMP. Elles 
forment une famille de 24 homologues structuraux. Une fois activées par protéolyse visant à 
éliminer la partie N terminale et donc libérer le site actif, ces protéines ont la capacité de 
dégrader les éléments de la matrice extra cellulaire. De manières intéressantes les MMP-1, 
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-
MMP sont surexprimées dans le cancer du pancréas (94) (95). Enfin, il est important de noter 
que l'oncogène Kras a la capacité d'induire une augmentation de l'expression de la MMP7 
(96).  L'ensemble des phénomènes conduisent à la particularité du cancer du pancréas qui est 
d'avoir un stroma très dense couramment appelé " réaction desmoplasique" qui induit une 
pression élevée des fluides interstitiels (97). 
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Figure 15: Importance de la composante inflammatoire et fibrotique dans le 
développement du cancer du pancréas  (Adapté de Lunardi et al. 2014 (98)) 
 
Figure 16: Différentes stratégies thérapeutiques de ciblage du 
microenvironnement tumoral  (Adapté de Feig et al. 2012 (99)) 
 
 En conclusion, comme montré dans la figure 15, la composante inflammatoire et 
la fibrose sont deux acteurs majeurs dans l'initiation et le développement de la carcinogénèse 
pancréatique. L'intérêt du microenvironnement tumoral est que certains de ses composants 
peuvent être ciblés (98).  
 
 
 
I-4-2- Ciblage du microenvironnement tumoral 
 Différentes thérapies, présentées figure 16, peuvent cibler les acteurs du 
microenvironnement impliqués dans le développement de la pathologie et la chimiorésistance 
des cellules cancéreuses comme présentés dans le schéma ci dessous (99). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
31
Figure 17: Composants de la voie 
Patched/sonic hedgehog                
(Adapté d’Owens et al. 2003 (100)) 
 
I-4-2-1-Inhibiteurs shh 
I-4-2-1-a- Présentation de la voie 
La voie Patched/sonic hedgehog est, comme 
l'indique la figure 17, composée de 2 acteurs 
moléculaires que sont les récepteurs à 12 segments 
transmembranaires Patched (PTCH) et son ligand 
sonic/Hedgehog (SHH, IHH ou DHH). Cette voie 
est impliquée dans la croissance et la différenciation 
cellulaire notamment dans le système nerveux. Les 
récepteurs PTCH sont qualifiés de "récepteur à 
dépendance" étant donné qu'ils peuvent délivrer 
deux messages selon s'ils intéragissent ou non 
avec leur lignad. En absence de SHH, Patched 
exerce une fonction inhibitrice sur le récepteur à 
7 segments transmembranaires appelé smoothened (SMO) (100).  A contrario, en présence de 
SHH, Patched est inhibé ce qui lève l'inhibition de SMO (qui a la particularité d'être un 
récepteur constitutivement activé) et permet ainsi la transduction du signal. Cette dernière est 
caractérisée par la synthèse d'un facteur de transcription appelé GLI. Il existe 3 protéines Gli: 
Gli1 et Gli2 activent la transcription de gènes cibles alors que Gli3 quant à lui la réprime. Ces 
facteurs de transcription contrôlent ainsi l'expression de gènes tels que Wg (codant pour la 
famille de WNT), dpp (codant pour la famille des BMP) et enfin ptc codant pour le récepteur 
Patched (101). 
 Cette voie est impliquée dans le développement de nombreux cancers dont le cancer 
du pancréas mais elle n'intervient pas dans le développement du pancréas ni le maintien de sa 
fonctionnalité (102). Il est important de noter que le facteur SHH est exprimé dès les stades 
pré néoplasiques et que son expression augmente avec les stades de PanIN (103). De plus, 
Morton et ses collaborateurs ont mis en évidence que la sur-expression de SHH en 
combinaison avec la perte de p53 et de Ink4a/Arf était suffisante pour induire ces lésions pré 
néoplasiques (104).  
  Tian et ses collaborateurs ont montré que le facteur SHH est sécrété par les cellules 
tumorales alors que le récepteur est quant à lui porté par les cellules stromales dont les 
cellules souches mésenchymateuses ou les CAFs. Les cellules tumorales sécrètent donc SHH 
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afin d’activer la voie Patched/sonic hedgehog dans les cellules stromales et de promouvoir un 
microenvironnement tumoral. La fixation de SHH sur son récepteur engendre une activation 
de cette voie et une augmentation de la transcription de 40 à 120 fois de la protéine Gli 
(Glioma associated oncogene) dans les CAFs par rapport aux cellules tumorales 
d’échantillons de cancer du pancréas humain (105). La sur-expression de ce facteur de 
transcription stimule l’activité du complexe IKBKE (IKKε)/nuclear factor-κB (NF-κB). En 
effet, Gli active la transcription de IKBKE qui va à son tour activer la voie NF-κB ce qui 
favorise le développement et la survie tumorale (106). 
 Le ciblage de cette voie de signalisation grâce au sulforaphane (composé actif des 
légumes de type crucifère) induit une inhibition de l'auto renouvellement des cellules souches 
cancéreuses pancréatiques (107). 
 Tous ces arguments sont en faveur de l'utilisation de SHH comme nouvelle cible 
thérapeutique dans la prise en charge du cancer du pancréas (108).  
I-4-2-1-b- Données précliniques 
Il existe trois principaux inhibiteurs de la voie SHH pour le cancer du pancréas : le 
vismodegib (GDC-0449), le saridegib (IPI-926) et l'érismodegib (sonidegib, LDE-225). Ces 
trois inhibiteurs, développés par différentes compagnies, bloquent la transduction du signal de 
cette voie en inhibant le récepteur SMO (la fixation de l'inhibiteur antagonise l'activation du 
récepteur).  
L’intérêt de ces inhibiteurs dans le traitement du pancréas fut notamment mis en 
évidence grâce au travail de Kenneth Olive au cours duquel la co-administration de 
gemcitabine et de saridegib a été analysée dans un modèle murin de carcinogenèse 
pancréatique KPC (K-rasLSL.G12D/+; p53R172H/+; PdxCre ) (109). La conclusion de ce travail est 
que l’inhibition du récepteur SMO améliore la délivrance intra-tumorale de gemcitabine 
(augmentation de la gemcitabine intratumorale de 60 % dans les animaux traités par 
gemcitabine et saridegib) et prolonge la survie des animaux (survie de 11 jours pour les 
animaux traités par gemcitabine et de 25 jours pour les animaux recevant la combinaison des 
deux molécules) (110).  
I-4-2-1-c- Essais cliniques 
Aux vues des résultats précliniques encourageants, ces  inhibiteurs ont été testés en 
clinique en combinaison avec différents agents chimiothérapeutiques: 
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- Le Vismodegib a été testé en combinaison avec la gemcitabine (NCT01195415, n'améliore 
pas la survie globale et la survie sans progression des patients qui sont respectivement de 5.3 
et 2.8 mois pour tous les patients traités) (111). Il est actuellement en cours d'évaluation en 
combinaison avec la gemcitabine hydrochloride (NCT01195415, en cours d'étude), en 
combinaison avec la gemcitabine et le nab paclitaxel (NCT01088815, en cours) (112) et 
(113). Il a également été testé en combinaison avec un immunosuppresseur appelé sirolimus 
dans un essai de phase 1 (NCT01537107, en cours d'étude). 
- Le saridegib est actuellement testé en combinaison avec le folfirinox (NCT01383538, en 
cours de recrutement). Par contre l’essai de phase II mené par Infinity pharmaceutical 
combinant le saridegib avec la gemcitabine (NCT01130142) a été stoppé car cette 
combinaison n’engendrait pas de prolongement de la survie globale des patients (résultats non 
publiés). 
- L'érismodegib est quant à lui évalué en combinaison avec le folfirinox (NCT01485744, 
statut de l'essai inconnu), la gemcitabine (NCT01487785, résultats non publiés) et la 
combinaison gemcitabine/ nab-paclitaxel (NCT02358161). 
 Le bilan de ces essais cliniques démontre que ces inhibiteurs sont globalement bien 
tolérés malgré une toxicité de grade 3 (pour 56 % des patients dans l’essai NCT01195415, 
principalement avec des évènements de neutropénie et d’anémie, et plus rarement de 
neuropathie et de fatigue pour l’essai NCT01088815) et présentent une activité antitumorale 
encourageante (taux de réponse avec contrôle de la pathologie de 21,7 % pour les patients 
traités par gemcitabine et de 65,2 % pour les patients traités par gemcitabine et vismodegib 
dans l’essai NCT01195415). 
 
I-4-2-2-Hyaluronidase 
I-4-2-2-a- Généralités sur les hyaluronidases 
 Les hyaluronidases sont des enzymes qui ont pour fonction de dégrader l’acide 
hyaluronique, glucosaminoglycane abondant de la matrice extra cellulaire. Comme décrit 
dans les paragraphes précédents, la particularité du cancer du pancréas est sa réaction 
desmoplasique. De ce fait, l'intérêt pour les molécules permettant une dégradation d'un des 
éléments de la matrice extra cellulaire est important, comme c'est le cas des hyaluronidases.  
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I-4-2-2-b- Données précliniques 
 Tuveson et ses collaborateurs ont induit la déplétion en acide hyaluronique in vivo 
dans des modèles murins de cancer du pancréas (souris KPC) grâce à l'injection 
intrapéritonéale d'une hyaluronidase recombinante PEGylée (PEGPH20 pour augmenter la 
demi-vie de la molécule dans le sang). Ils ont mis en évidence que cette déplétion induit une 
expansion des vaisseaux sanguins et donc une meilleure accessibilité des drogues 
(gemcitabine et doxorubicine) à la tumeur. De plus la combinaison de PEGPH20 avec la 
gemcitabine induit une inhibition de la progression tumorale et prolonge la survie des 
animaux ce qui favorise l'intérêt clinique de cette molécule (114). 
I-4-2-2-b- Essais cliniques  
Trois essais cliniques visant à étudier la combinaison de PEGPH20 avec la 
gemcitabine (NCT01453153) en phase I/II et avec le nab-paclitaxel plus la gemcitabine 
(NCT01839487, en phase de recrutement pour un futur essai de phase II) sont recensés. Le 
PEGPH20 est également testé en combinaison avec l'une des drogues suivantes: oxaliplatine, 
leucovorin, irinotecan ou 5-FU, selon le traitement du patient (NCT01959139, en phase de 
recrutement). Il est important de noter que, malgré des résultats pré-cliniques encourageants, 
des évènements de thromboembolie ont été observés chez l’homme à l'issue de l'utilisation de 
PEGPH20 ce qui engendra l’interruption des essais cliniques visant à utiliser le PEGPH20.  
 
I-4-2-3- Inhibiteurs de PARP 
I-4-2-3-a- Processus de réparation de l'ADN 
 Différents facteurs endogènes (espèces réactives de l'oxygène) et environnementaux 
(ultra-violets, agents génotoxiques, rayonnements ionisants) induisent des lésions de l'ADN. 
Ces dernières se traduisent par (1)  l’altération de base ou des coupures simples brin, (2) des 
liens intra brins,  (3) des mésappariements de bases ou des délétions/insertions de bases et 
enfin, (4) des liens inter-brins ou des cassures doubles brins. Le processus de réparation de 
l'ADN varie en fonction du type de lésions. Ils sont dont effectués respectivement: (1) par 
excision de base (BER), (2) par excision de nucléotides (NER), (3) par réparation des 
mésappariements (MRR) et (4) par recombinaison homologue (HR) ou jonction des 
extrémités non homologues (NHEJ). Dans le cas où ces lésions de l'ADN ne sont pas 
réparées, cela induit respectivement (1) et (2) des mutations ponctuelles, (3) des mutations 
ponctuelles et/ou des insertions/délétion et enfin (4) une aneuploïdie et une instabilité du 
génome (115) (116). Ces deux derniers processus engendrent une altération de l’expression 
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génique qui conduit notamment à une prolifération exacerbée, du fait d’une indépendance vis-
à-vis des signaux de prolifération, mais aussi d’une insensibilité aux signaux anti-
apoptotiques, ce qui conduit  au développement de cancer (117). 
I-4-2-3-b- Mutation du gène BRCA 
 Le gène BRCA (17q21) est un gène suppresseur de tumeurs qui code pour les protéines 
BRCA-1 et BRCA-2 impliquées dans la réparation des cassures doubles brins. Comme décrit 
précédemment, les processus de réparation impliqués dans ce cas sont la HR et la NHEJ. Les 
protéines BRCA sont des acteurs majeurs de ces processus (118). En effet, en présence de ce 
type de lésion de l'ADN,  BRCA1 est recrutée au niveau des fourches de réplication où elle 
interagit avec BRCA-2 et d'autres protéines (telles que Rad51 et BARD1) pour former un 
complexe permettant l'initiation du processus de recombinaison homologue autrement dit, la 
recherche de séquence homologue à la région de la cassure pour permettre une réparation 
fidèle (119).  
 Plus de 600 mutations du gène BRCA ont été recensées et ont été montrées comme 
impliquées dans le développement de cancers principalement les cancers du sein et de 
l’ovaire. Dans le cas du cancer du pancréas, il s'agit le plus souvent d'une mutation 
inactivatrice de BRCA-2 (120). Cette mutation représente 6 % des facteurs de risque modérés 
à élevés pour le cancer pancréatique familial (121). 
I-4-2-3-c- Poly (ADP-ribose) polymerase: PARP 
 PARP est une protéine nucléaire de la famille des glycosyltransférases qui intervient 
dans la régulation de certaines voies de réparation de l'ADN.  En effet, après son activation du 
fait de cassures simple-brin, elle recrute différents acteurs moléculaires pour réparer l'ADN 
par excision de bases (122). De plus, selon les stress cellulaires, PARP peut également induire 
des signaux de mort ou de survie cellulaire (123). Des inhibiteurs de PARP ont été synthétisés 
pour traiter les cellules cancéreuses présentant une altération des mécanismes de réparation 
(recombinaison homologue) de l'ADN notamment du fait de la mutation BRCA (124). Ces 
molécules induisent une inhibition du site catalytique de PARP et sa séquestration au niveau 
des lésions de l'ADN ce qui bloque le recrutement de ses partenaires et ainsi empêche les 
évènements de réparation (125). Comme représenté figure 18, l’intérêt de combiner 
l’inhibition de PARP avec la mutation de BRCA est d’avoir un effet synergique de blocage de 
la réparation de l’ADN afin d’obtenir une importante instabilité génétique qui conduit à la 
mort des cellules cancéreuses. Ce processus est qualifié de léthalité synthétique. Cela signifie 
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que ce type de thérapie épargne les cellules normales étant donné que l’inhibition de PARP 
est compensée par la présence de BRCA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18: Différents effets du traitement par un inhibiteur de PARP  
selon le status BRCA de la cellule. 
 
I-4-2-3-d- Données précliniques 
Il existe à l'heure actuelle 9 inhibiteurs de PARP (car synthétisés par différentes 
compagnies) dont l'olaparib (AZD2281, LynparzaTM, Astrazeneca), BMN 673 (BioMarin), 
Veliparib (ABT-888, Abbott), Rucaparib (Pfizer) et le alvocidib qui sont évalués en clinique 
pour le cancer du pancréas.  
Il est important de noter que l'olaparib a reçu l'approbation de la commission de la 
FDA (US food and drug administration) aux Etats-Unis et de la commission européenne pour 
le traitement des cancers du sein portant la mutation BRCA. 
 Jacob et ses collaborateurs ont montré l’efficacité de l’inhibiteur de PARP,  3-ABA en 
combinaison avec la gemcitabine sur des modèles de souris nude avec des xénogreffes sous 
cutanées de CAPAN-1 (lignée cancéreuses pancréatique humaine). Huit jours après induction 
des tumeurs, des injections intrapéritonéales de gemcitabine et/ou 3-ABA ont été effectuées. 
Ils ont ensuite mesuré le nombre de cellules apoptotiques détectées sur une coupe de tumeur 
qui est de 8 cellules comptéespour le groupe traité par gemcitabine, de 15 cellules pour le 
groupe traité par 3-ABA et de 81 cellules pour le groupe traité par la combinaison des deux 
composés. Il ont également mis en évidence un prolongement de la survie à 40 jours pour le 
groupe traité par la combinaison des deux molécules (126).  
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 Chen et ses collaborateurs ont, quant à eux, testé la combinaison de l’olaparib et de 
l’obatoclax (inhibiteur pan-Bcl2) sur des xénogreffes de cellules BxPC-3 (cellules 
cancéreuses pancréatiques humaines) sur des souris BALBc /nude. Ils mesurent un 
pourcentage de cellules intra-tumorales nécrotiques de 5,4 %, 10,6 %, 34 % et 55,2 % 
respectivement pour les groupes contrôlés (injectés avec le véhicule), injectés avec l’olaparib, 
avec l’obatoclax ou enfin, avec la combinaison des deux. Vingt huit jours après induction des 
tumeurs, les animaux sont sacrifiés et un dosage sérique du CA19-9 (carbohydrate antigen 19-
9, biomarqueur du cancer du pancréas utilisé pour analyser la réponse tumorale suite au 
traitement) est effectué. Aucune différence significative n’est observée sur le poids des 
tumeurs ;  par contre la combinaison des deux traitements induit une diminution significative 
de l’index de prolifération (18,3 % pour le groupe traité avec la combinaison et 56,5 % pour le 
groupe traité avec le véhicule). Enfin, le taux sérique de CA19-9 est inférieur de 10ng/ml dans 
le groupe traité par la combinaison des deux molécules par rapport au groupe traité par le 
véhicule ce qui témoigne d'une chimiosensibilisation des cellules tumorales (127).  
I-4-2-3-e- Essais cliniques 
 Les essais cliniques recensés (ClinicalTrials.gov) concernant l'utilisation d'inhibiteurs 
de PARP dans le traitement du cancer du pancréas sont :  
- l'essai de phase I étudiant la combinaison de l'olaparib avec la gemcitabine 
(NCT00515866, cet essai révèle que la combinaison des deux molécules est bien 
toléré, une toxicité de grade 3 est tout de même observée chez 81 % des patients avec 
dans 55 % des cas une toxicité hématologique (128)) ;  
- un autre essai de phase I comparant la combinaison de la gemcitabine hydrochloride 
avec un autre inhibiteur de PARP appelé alvocidib et de la radiothérapie 
(NCT00047307).  
Aucune donnée n'a encore été publiée concernant les résultats de ces deux essais. Le 
veliparib est quant à lui combiné avec trois molécules chimiothérapeutiques à savoir 5-
FU, Oxaliplatin et acide folinique dans un essai de phase I/II (NCT01489865, en phase de 
recrutement).  
- Un autre essai de phase I/II combinant plusieurs molécules est en cours, il s'agit de la 
combinaison  de l'olaparib (Irinotecan, Cisplatin, Mitomycin C). Enfin, une phase I 
évalue la sécurité, la pharmacocinétique et la pharmacodynamique de l'inhibiteur 
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BMN 673 sans traitement chimiothérapeutique sur différentes tumeurs solides dont le 
cancer du pancréas (NCT01286987, en cours).  
- Il existe également un essai utilisant le Rucaparib pour des patients avec la mutation 
BRCA (NCT02042378, en phase de recrutement pour deux essais de phase II) et un 
second analysant l'efficacité et la sécurité de l'utilisation de l'olaparib sur différentes 
tumeurs solides portant la mutation BRCA1 ou BRCA 2 (NCT01078662, en cours). 
 
I-4-2-4- Inhibiteurs du récepteurs PDGF 
I-4-2-4-a- Platelet derived growth factor receptor: PDGFR 
Le PDGFR est un récepteur transmembranaire de type tyrosine kinase (RTK). Après 
interaction avec son ligand, le facteur de croissance PDGF, le PDGFR joue un rôle majeur 
dans la transduction du signal de nombreuses voies impliquées dans la prolifération, la 
croissance et la différenciation cellulaire. Il existe deux types de récepteurs du PDGF: PDGFα 
et PDGFβ qui sont chacun transcrits à partir de gènes distincts. Lorsque le PDGF se fixe sur 
son récepteur, ce dernier se dimérise ce qui produit sa trans-autophosphorylation. Ces 
tyrosines phosphorylées engendrent le recrutement de différentes protéines telles la PI3K et le 
complexe SOS/Grb2. Ces kinases sont alors activées puis induisent à leur tour une activation 
en cascade de différentes kinases (activation de PIP3-AKT par la PI3K et de Ras-MAPK par 
Grb2) (129).  
Ces récepteurs sont souvent surexprimés par les cellules cancéreuses mais aussi au 
niveau de la composante stromale du microenvironnement (130) et plus particulièrement au 
niveau des péricytes du système vasculaire tumoral (131). Le couple PDGF/PDGFR est ainsi 
décrit comme impliqué dans le développement de l’angiogenèse tumorale, le recrutement de 
fibroblastes, la régulation de la pression interstitielle de la tumeur et enfin, la stimulation de la 
croissance des cellules tumorales via une boucle autocrine (132). De plus, la progression 
tumorale est renforcée par les fibroblastes du microenvironnement qui sécrètent de grandes 
quantités de PDGF qui, grâce à un effet paracrine, activent la croissance et la prolifération des 
cellules tumorales du fait de l’activation des voies PI3K et MAPK en aval de ce récepteur 
(133).  
Etant donné que le PDGFR est associé à différentes pathologies fibrotiques, 
vasculoprolifératives mais aussi et surtout, à différents processus clé de la tumorigénèse, les 
chercheurs ont développé des inhibiteurs et des antagonistes de ce récepteur. La plupart de ces 
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inhibiteurs se fixent de façon compétitive sur le domaine catalytique du RTK, empêchant 
ainsi la fixation de l’ATP pour  l’activation du récepteur. De ce fait, de par leur fonction, ces 
inhibiteurs ciblent le PDGFR mais aussi d’autres RTK tels que l’EGFR (Epidermal Growth 
Factor réceptor), le VEGFR (vascular endothelial growth factor receptor) et bien d’autres 
encore. Ceci mettant en évidence la non spécificité de ces inhibiteurs pour le PDGFR. 
L’intérêt majeur de ces inhibiteurs est de diminuer la pression interstitielle tumorale afin 
d’accroître la diffusion intratumorale des molécules chimiothérapeutiques. De manière 
intéressante ces stratégies sont appliquées aux adénocarcinomes pancréatiques mais aussi et 
surtout aux tumeurs endocrines pancréatiques (134). 
I-4-2-4-b-  Données précliniques 
L’inhibiteur TK1258 (inhibiteur des RTKs FGFr, PDGFR et VEGFR) a été testé sur 
un modèle de xénogreffe orthotopique pancréatique de la lignée métastatique humaine L3.6pl  
dans le pancréas de souris nudes. Cette étude révèle une diminution du nombre de métastases 
pour les animaux traités par l’inhibiteur. En effet, les auteurs ont détecté des métastases 
hépatiques chez 60 % des animaux contrôlés contre 30 % des animaux traités par l’inhibiteur. 
Concernant les métastases dans les ganglions lymphatiques, les pourcentages sont 
respectivement de 80 % et 50%. Enfin, l’inhibiteur augmente la survie des animaux de 40 
jours alors que les animaux traités avec le contrôle sont sacrifiés après 23 jours pour des 
raisons éthiques (135). 
I-4-2-4-c- Essais cliniques 
 Concernant les essais cliniques, l’étude BYPAN est un essai de phase III combinant la 
gemcitabine avec le sorafenib (NCT00541021) qui a révélé une absence d’amélioration de la 
survie sans progression des patients (136). Le masitinib qui inhibe c-kit (CD117), PDGFR, 
FGFR3 (fibroblast growth factor receptor 3) et l’EGFR a également été testé en phase III en 
combinaison avec la gemcitabine (NCT00789633). Néanmoins, aucun résultat n’a encore été 
publié. Enfin, les résultats de l’essai clinique de phase II, effectué sur 44 patients montrent 
que l’inhibiteur imatinib est bien toléré mais n’améliore pas la survie globale des patients en 
combinaison avec la gemcitabine (131).  
Le bilan de ces essais cliniques établit donc que l’inhibition du PDGFR et d’autres 
RTKs (FGFR, EGFR,..) n’améliore pas la survie globale des patients. 
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Figure 19: Principe d’activation des 
lymphocytes T-CD8 grâce au couple 
CD40/CD40-ligand                                          
(Adapté de cours-pharmacie.com) 
 
I-4-2-5- Les anticorps agonistes de CD40 
I-4-2-5-a-  Le récepteur CD40 
 Le cluster de différenciation 40 ou 
CD40 (également appelée CD154) est un 
récepteur de la famille du TNFR qui contribue 
à l'activation des cellules présentatrices 
d'antigène et à la réponse immunitaire anti-
tumorale(124). Comme représenté figure 19, 
lorsque les lymphocytes T auxiliaire (CD4+) 
sont activés, ils expriment alors le ligand du 
CD40 (CD40L). CD40L interagit ensuite avec 
le CD40 exprimé par les cellules 
présentatrices d'antigènes, dont les cellules 
dendritiques et les macrophages. Cette 
interaction est appelé signal de co stimulation. Ce signal induit alors l'expression de B7 par les 
cellules dendritiques et donc l'activation des lymphocytes T cytotoxiques (LT-CD8+). 
I-4-2-5-b-  Données précliniques 
 Beatty et ses collaborateurs ont testé un agoniste du CD40 (FGK45) dans le modèle 
murin de carcinogenèse pancréatique KPC. Ainsi, une injection de FGK45 est effectuée 48 h 
après l’injection intra péritonéale de gemcitabine. Ils ont mis en évidence une diminution de la 
masse tumorale de 30 %. De plus, les auteurs ont prouvé l’intérêt de cet agoniste pour 
contrecarrer le caractère immunosuppresseur du microenvironnement tumoral. En effet, 7 
jours après le traitement à base de gemcitabine et FGK45, les cellules CD4+ et CD8+ ont 
acquis la capacité de sécréter des cytokines pro inflammatoires (IFNγ et IL17A).  Cette 
sécrétion traduit une activation des lymphocytes T engendrée par l’agoniste du CD40 FGK45 
(137). 
I-4-2-5-c - Essais cliniques 
L'essai clinique de phase I effectué sur 22 patients, consiste en la combinaison d'un 
traitement chimio thérapeutique à base de gemcitabine avec un anticorps agoniste du CD40 
appelé CP-870,893 (NCT01456585). A l'issu de cet essai les auteurs ont conclu que le CP-
870,893 est bien toléré et présente des évidences d'efficacité antitumorale (survie globale de 
8.4 mois et survie à un an de 28.6%). De ce fait un essai de phase II est en préparation (138).  
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Conclusions de la partie I 
• Le cancer du pancréas est aujourd’hui encore un cancer incurable du 
fait d’un diagnostic tardif et de l’absence de marqueurs précoces. 
• Seul 15 % des patients sont éligibles à la résection chirurgicale. 
• Les traitements actuels sont pour la plupart inefficaces et 
n’améliorent que très peu la survie globale des patients. 
• Une meilleure connaissance des altérations génétiques et 
épigénétiques survenues au cours de la carcinogenèse pancréatique 
devrait permettre une détection précoce de la pathologie et le 
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la prise 
en charge des patients atteints d’un cancer du pancréas. 
• Le microenvironnement tumoral joue un rôle capital dans la 
chimiorésistance (réaction desmoplasique et hypovascularisation) des 
cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine. 
• Malheureusement les stratégies thérapeutiques innovantes (inhibiteurs 
shh, hyaluronidases,...) impliquant le ciblage du microenvironnement 
tumoral ont montré jusqu’à présent un bénéfice clinique faible. 
• La faible efficacité des traitements laisse suggérer une résistance 
intrinsèque aux cellules tumorales. Il est donc nécessaire de modifier 
la cellule cancéreuse pancréatique pour améliorer l’efficacité des 
traitements. Pour cela, la thérapie génique apparaît comme une 
stratégie de choix pour améliorer la prise en charge des patients 
atteints d’un cancer du pancréas. 
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Figure 20 : Répartition des protocoles de thérapie génique  
en fonction du type de pathologie 
 (Adapté de www.abedia.com) 
 
 I-5- La thérapie génique anticancéreuse 
 I-5-1- Qu'est ce que la thérapie génique ? 
La thérapie génique est universellement définie de la façon suivante : l’utilisation de 
gènes exogènes pour traiter une maladie génétique ou pour modifier un comportement 
cellulaire. Selon le Journal of Gene Medicine, 2104 essais cliniques de thérapie génique 
ont été recensés dans le monde en 2015, pour les trois quart en phase I-II ; montrant ainsi 
l’importance de la recherche dans ce domaine afin d’améliorer les protocoles de thérapie 
génique. En termes de répartition, comme présenté sur la figure 20, on dénombre une très 
large majorité (64,2 %) des protocoles de thérapie génique en cancérologie, thématique qui 
nous intéresse particulièrement.  
 
 
 
 
 
 
 Il est important de noter que le premier essai de thérapie génique anti cancéreuse 
est récent puisqu'il a eu lieu en 1990 aux Etats unis pour soigner deux enfants atteints d’une 
déficience de l’ADA pour adénosine désaminase (maladie entraînant un effondrement total 
des défenses immunitaires). Cet essai, effectué sur deux enfants consiste à modifier les 
lymphocytes T avec un vecteur rétroviral codant pour l’ADA. Les conclusions de cette 
injection portaient sur l’efficacité de la correction génique permettant une amélioration des 
fonctions immunitaires (139), car, en effet, après 2 ans de traitement, la survie à long terme 
des lymphocytes T et B , des cellules de moelle  et les granulocytes qui expriment le gène 
transféré ADA, a été démontrée et a abouti à la normalisation du répertoire immunitaire et la 
restauration de l'immunité cellulaire et humorale. 
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A l’heure actuelle seuls trois médicaments de thérapie génique sont 
commercialisés : le GendicineTM en Chine depuis 2004, la Rexin-G aux Philippines depuis 
2007 ainsi qu'aux Etats Unis depuis 2010 et enfin, le Glybera en Europe depuis 2012. Le 
GendicineTM , un adénovirus recombinant de sérotype 5 qui exprime le gène suppresseur de 
tumeur p53 est utilisé dans les tumeurs ORL (140). Rexin-G est un vecteur rétroviral ciblé 
non réplicatif codant pour un dominant négatif de la cycline G1 humaine utilisé dans le 
traitement de tumeurs solides dont le cancer du pancréas (141). Enfin, le Glybera est prescrit 
pour des patients atteints d’un déficit héréditaire en lipoprotéine lipase et correspond à un 
vecteur adénoviral exprimant cet enzyme afin de réverser l’accumulation des chylomicrons 
dans les capillaires sanguins pancréatiques responsables d’une inflammation importante.  
 I-5-2- Les spécificités de la thérapie génique anticancéreuse 
La thérapie génique anticancéreuse a la particularité de présenter  des objectifs qui lui 
sont propres:  
1- Désactiver un oncogène ou induire un gène suppresseur de tumeur spécifiquement 
dans la cellule tumorale afin d’agir sur les voies de signalisation dont le contrôle a été 
perdu au cours de la cancérogenèse. C’est ce que l’on appelle une stratégie corrective. 
2- Tuer les cellules tumorales afin d’éradiquer la tumeur notamment avec des 
stratégies de gènes suicides utilisés pour leur capacité à activer des pro-drogues dans les 
cellules tumorales ou encore les virus oncolytiques pour lesquels l’intérêt a fortement 
augmenté durant ces dernières années. 
3- Cibler le microenvironnement afin de réduire la réaction desmoplasique (favoriser la 
dégradation de la matrice extra cellulaire) et de rééquilibrer la balance en facteurs pro- 
et anti-antigéniques mais également afin de stimuler le système immunitaire. Cette 
stratégie, également appelée immunothérapie génique consiste à éduquer le système 
immunitaire à lutter contre le microenvironnement tumoral qui est fortement 
immunosuppresseur. 
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Figure 21 : Eléments essentiels à l’efficacité et la spécificité de la thérapie génique 
anticancéreuse dans le cas du cancer du pancréas 
 (Adapté de Mishra et al. 2009 (142)) 
 
Mishra et Patel ont classés les éléments essentiels pour l’efficacité et la spécificité de 
la thérapie génique anti cancéreuse, notamment pour le traitement du cancer du pancréas, en 4 
parties, à savoir (résumé figure 21) (142) : 
- La stratégie utilisée pour induire une mort des cellules cancéreuses. 
- La voix d’administration du produit de thérapie génique à utiliser. 
- Le système de délivrance, autrement dit le type de vecteur utilisé. 
- Le ciblage de la tumeur grâce aux caractéristiques qui lui sont propres du fait de sa 
pathogénicité. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les protocoles de thérapie génique anti cancéreuses peuvent être classés selon la 
stratégie élaborée (immunomodulatrice, corrective, cytotoxique ou encore oncolytique) ou  
le type de vecteur utilisé (viral ou non viral).   
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 I-5-3-  Les différentes outils de thérapie génique anti-
cancéreuse 
  
De nombreux outils de thérapie génique anti-cancéreuse ont été développés afin de 
modifier la cellule tumorale et ainsi améliorer la réponse aux traitements. Nous détaillerons 
dans ce chapitre ces outils thérapie génique appliqués au cancer du pancréas.  
Le ciblage des cellules tumorales peut être réalisé avec un ADN nu, des vecteurs 
viraux ou non viraux et enfin des virus. 
I-5-3-1- L’ADN nu 
L’ADN nu correspond à un plasmide contenant la séquence d’intérêt. Le plasmide est 
alors considéré comme vecteur non viral de cette séquence. Miseki et ses collaborateurs ont 
pu mettre en évidence sur des tumeurs sous cutanées composées de cellules cancéreuses 
pancréatiques que l'injection intra-tumorale et intra-musculaire d'ADN nu codant pour un 
peptide antagoniste de l'adrénomédulline (facteur de croissance notamment impliqué dans la 
néo angiogenèse) induit une régression tumorale (143). Les deux inconvénients de cette 
technique sont la faible efficacité de transfection et les taux importants de dégradation par les 
nucléases (144). De ce fait, des techniques d’électroporation et d’électro transfert ont 
notamment été développées afin de favoriser la pénétration intracellulaire du plasmide mais 
cela n’équivaut pas l’efficacité des vecteurs viraux et non viraux.  
 
I-5-3-2- Les vecteurs non viraux 
I-5-3-2-a- Implant cylindrique bio polymérique: LODER 
Récemment, l’équipe du Dr Galun a développé un implant cylindrique formé d’une 
matrice de polymères renfermant un siARN dirigé contre Kras muté G12D (145). Cette 
technologie est appelée LODER pour « local drug eluter ». L’injection intra-tumorale de cet 
implant dans des modèles de xénogreffes orthotopiques pancréatiques révéla une libération de 
siARN dans la tumeur durant 155 jours, inhibant ainsi l’expression de K ras et par voie de 
conséquence la croissance tumorale, en prolongeant la survie des animaux. Les avantages de 
cette technique sont qu’elle permet de pallier aux deux défauts majeurs précédemment cités 
d'un ADN nu (la faible efficacité de transfection et les taux importants de dégradation) et 
qu’elle est peu couteuse, efficace et reproductible. 
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I-5-3-2-b- Les liposomes 
Les liposomes également appelés dérivés lipidiques cationiques sont des petites 
vésicules (30nm à 10µm) composées d’une double couche lipidique permettant de complexer 
l’ADN pour faciliter son entrée dans la cellule par endocytose. Ils sont composés du mélange 
d’un lipide positivement chargé et d’un lipide neutre ou de cholestérol. L’intérêt de cette 
vésicule est qu’elle protège l’ADN de la dégradation par les nucléases. Une fois le complexe 
liposome/ADN formé (du fait d’une interaction électrostatique entre les charges positives du 
liposome et les charges négatives de l’ADN), ce lipoplexe peut alors fusionner avec la 
membrane plasmique pour permettre le relargage de l’ADN dans le cytoplasme de la cellule 
cible. Ce type de vecteur est actuellement testé en clinique, notamment le SGT-53 qui est un 
liposome cationique contenant un plasmide codant pour la séquence sauvage de p53 testé sur 
différents adenocarcinomes (NCT00470613). Ce liposome est ciblé aux cellules cancéreuses 
grâce à la présence d'une chaine variable d’anticorps dirigée contre le récepteur de la 
transférine. Ce vecteur permet alors de restaurer l’expression de p53 dans les cellules 
tumorales. Cet essai de phase I, réalisé sur des patients atteints de cancer du pancréas 
localement avancé, permis de conclure que SGT-53 est bien toléré et permet un ciblage de la 
tumeur et des métastases en épargnant le tissu sain (146). Un essai clinique sur des patients 
atteints d’un cancer du pancréas métastatique est prévu avec cette molécule injectée en 
intraveineuse, en combinaison avec un traitement à base de gemcitabine (NCT02340117). 
 
I-5-3-2-c- Les polymères cationiques :  
Parmi les polymères cationiques décrits dans la littérature il y a la poly-L-lysine (PLL), 
la poly-L-ornithine, la protamine, la polyéthylèneimine (PEI), ou encore les dendrimères 
cationiques. Lors de la compaction de l'ADN  thérapeutique par un polymère cationique, 
l'ensemble est alors appelé polyplexe. Notre équipe a plus particulièrement utilisé du PEI 
linéaire (JetPEI linéaire de 22kDa) et mis en évidence une meilleure efficacité de transfection 
des cellules cancéreuses pancréatiques in vitro et in vivo (Les efficacités de transfection sont 
respectivement de 40 % et 15 %) par rapports aux autres composés transfectants dérivés 
lipidiques ou cationiques(147–149). C'est d'ailleurs le PEI qui a été utilisé comme vecteur non 
viral dans l'essai de thérapie génique non viral (TherGap) mis en place par l'équipe et 
développé dans le chapitre intitulé "L'essai TherGap" de cette thèse. 
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Figure 24 : Répartition de l’utilisation des vecteurs viraux dans des essais cliniques de 
thérapie, toutes pathologies confondues et en cancérologie                                               
(Adapté de « Gene therapy clinical trials worldwide ») 
 
I-5-3-3- Les vecteurs viraux et les virus 
I-5-3-3-a- Utilisation de vecteurs viraux 
 L’intérêt pour les vecteurs viraux repose sur le fait que ce sont des pathogènes 
cellulaires exclusifs. En effet, les vecteurs viraux ont la capacité, comme les virus dont ils 
sont issus, à pénétrer dans la cellule et d’induire l’expression de leur matériel génétique 
contenant le « gène médicament ». Certains vecteurs viraux tels que les rétrovirus, les 
lentivirus, les adénovirus et les virus adéno associés diffèrent de leur souche parentale car ils 
sont dépourvus des gènes nécessaires à leur réplication. De plus, les rétrovirus, les lentivirus 
et certains AAV qui sont intégratifs, sont délétés des séquences promotrices U3 notamment 
responsables de la transactivation de gène endogène (vecteurs SIN pour self inactivating) 
contrairement à leur souche parentale. Le choix du vecteur viral à utiliser est fonction du 
tropisme voulu, de la taille du matériel génétique à insérer, de la toxicité (immunogenicité et 
intégration dans le génome) et enfin de la production du vecteur (plus ou moins rapide et 
coûteuse mais surtout, faisable à grande échelle). La figure 24 ci-dessous représente, en 
pourcentage, la répartition des différents vecteurs viraux utilisés en clinique lors de protocoles 
de thérapie génique, toutes pathologies confondues puis spécifiquement en cancérologie. 
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• Les vecteurs issus des rétroviridae 
Les vecteurs rétroviraux et les vecteurs lentiviraux sont dérivés des rétroviridae et plus 
précisemment respectivement de gammarétrovirus et lentivirus. Ce sont de petits vecteurs à 
ARN (génome de 7 à 12Kb), enveloppés, qui ont pour intérêt de transduire efficacement les 
cellules d’intérêt, d’être peu immunogènes (et pas d’immunité pré-existante) et enfin, faciles à 
produire (150). Néanmoins, le point faible de ce type de vecteur est leur intégration dans des 
zones ouvertes de la chromatine de la cellule cible et ainsi la présence de risques de 
mutagenèse insertionnelle. C’est en partie ce qui a induit par le passé, le développement de 
cancers secondaires après leur utilisation pour le traitement des enfants bulles atteints de 
l’immunodéficience sévère DICS-X1. En effet, il a été découvert une insertion du rétrovecteur 
utilisé, à proximité de l’oncogène LMO-2 (Lim domain only 2) (151). Ceci montre 
l’importance de connaître les sites d’intégration de ces vecteurs et de contrôler leur 
intégration. 
  Il existe des vecteurs lentiviraux (tels que les virus dérivés du HIV-1 pour virus 
Human immunodeficiency virus type 1, le virus SIV pour Simian immunodeficiency viruse, 
le virus EIAV pour Equine infectious anemia) et des vecteurs rétroviraux (le plus souvent 
dérivés du MuLV pour murine leukemia virus). La différence entre ces deux vecteurs provient 
du fait que les vecteurs rétroviraux ne transduisent que les cellules en division, contrairement 
aux vecteurs lentiviraux qui transduisent également des cellules quiescentes. De plus, les 
vecteurs lentiviraux ont un plus large tropisme que les vecteurs rétroviraux car les cellules 
cibles expriment majoritairement des récepteurs de protéines d'enveloppe lentivirale (152) . 
Toutes pathologies confondues, les vecteurs rétroviraux sont choisis dans 37 % des protocoles 
cliniques en France et dans le monde alors que les vecteurs lentiviraux ne sont quant à eux 
choisis respectivement que dans 16 % et 9 % des protocoles de thérapie génique.  
Actuellement, les vecteurs lentiviraux ne sont pas utilisés lors d’essais cliniques en 
cancérologie en France. Par contre, ils sont utilisés ailleurs dans le monde dans 7 % de ces 
essais (majoritairement pour des modifications ex vivo de cellules sanguines). Les vecteurs 
rétroviraux sont quant à eux utilisés dans 37% et 4% des essais cliniques en  cancérologie 
respectivement dans le monde et en France. Ces deux types de vecteurs sont principalement 
utilisés en clinique pour des modifications ex vivo du génome des cellules cibles. 
Enfin, il est important de noter que notre équipe a mis en évidence que les vecteurs 
lentiviraux sont ceux qui permettent de transduire le plus efficacement les cellules 
cancéreuses pancréatiques in vitro et in vivo par rapport aux autres vecteurs viraux et aux 
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vecteurs non viraux (153). Malgré cela, ces vecteurs ne sont actuellement pas utilisés en 
clinique pour le cancer du pancréas probablement du fait d’une balance bénéfice clinique / 
risque de mutagenèse insertionnelle, défavorable. 
 
• Les vecteurs adénoviraux 
Les vecteurs adénoviraux sont des vecteurs à ADN double brin (d’environ 36Kb), non 
enveloppés et non intégratifs appartenant à la famille des adenoviridae. Les souches 
parentales de ces adénovecteurs sont des virus réplicatifs qui après modification génétique, 
peuvent cibler spécifiquement les cellules tumorales. On parle alors de virus oncolytique, 
c’est pourquoi ils seront également présentés dans le chapitre intitulé « L’oncovirothérapie » 
de cette thèse. Ces vecteurs ont plusieurs avantages : ils transduisent efficacement les cellules 
quiescentes et les cellules en division, ils ont un large tropisme, présentent une capacité de 
transport importante, sont faciles à préparer à des titres élevés et enfin, sont non intégratifs. 
Néanmoins, les récepteurs à adénovirus (CAR pour Coxsackie adenovirus receptor) sont 
faiblement exprimés par les cellules cancéreuses pancréatiques. Il est possible d'augmenter 
l'efficacité de transduction de ces cellules en modifiant la séquence codante du ligand de CAR 
portée par les adénovecteurs. En effet, Lucas et ses collaborateurs ont inséré la séquence 
codante pour un peptide de liaison au récepteur du TGFβ (CKS17) dans la région 
hypervariable d'un hexon du gène codant pour une protéine de la capside (154). Le récepteur 
au TGFβ étant fortement exprimé par les cellules cancéreuses pancréatiques par rapport au 
tissu sain mais également dans les aPSC du microenvironnement, ce vecteur modifié 
génétiquement cible alors 10 fois plus les cellules tumorales pancréatiques et 35 fois plus les 
aPSC que le vecteur sauvage.  
Leur facilité de production et leur importante capacité de transport en termes de 
matériel génétique en font donc des vecteurs de choix.  En effet, ils sont utilisés dans 29 % et 
42 % des protocoles cliniques respectivement en France et dans le monde toutes pathologies 
confondues et dans 46 % et 53 % des essais cliniques en cancérologie. Pour palier à certains 
problèmes de toxicité, des vecteurs adénoviraux de troisième génération dépourvus de 
séquence virale ont été développé et appelé « gutless » ou « helper dependent » (155). Ces 
vecteurs sont utilisés en clinique pour différentes pathologies et avec différents modes 
d’administration à savoir ex vivo et in vivo. 
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A l’heure actuelle, huit essais cliniques utilisant ce type de vecteur pour traiter le 
cancer du pancréas ont été réalisés dans le monde. Parmi lesquels : 
- deux phases I/II où un Ad codant pour la thymidine kinase virale (HSV) est injecté 
en intratumoral, en combinaison avec un traitement chimiothérapeutique et/ou 
chimioradiographique (US-0833 en cours, US-0542 en cours et US-0811 statut non 
renseigné). Aucun résultat n'est actuellement publié concernant ces trois essais. 
- une phase I/II durant laquelle une injection intra-artérielle de vecteur adénoviral (Ad) 
codant pour le gène suppresseur de tumeur p53 est effectuée en combinaison avec la 
chimiothérapie sur 3 patients (DE-0060). Les conclusions de cet essai sont qu’aucun bénéfice 
clinique n’a été observé sur deux patients. Pour le troisième, les lésions cancéreuses observées 
en CT-scan ont diminué de 38 % deux mois après l’injection de vecteurs mais six mois plus 
tard une progression de la tumeur a été mesurée (156). Ceci montrant une absence de bénéfice 
clinique à long terme pour les trois patients. 
- une phase I évaluant l'intérêt clinique de l'injection intratumorale d'un Ad exprimant 
la thymidine kinase virale (HSV) a également été réalisé. Cet essai a été effectué sur 12 
patients résécables pour une étude de l'injection de l'adénovecteur comme traitement adjuvant 
préopératoire (bras A) et sur 12 autres patients comme traitement adjuvant à une 
chimioradiographie à base de 5-FU (bras B). Le résultat de cet essai est que l'injection 
intratumorale de cet Ad est faisable et bien toléré mais aussi et surtout est en faveur d'une 
réponse immunitaire antitumorale se traduisant pour le bras A par une augmentation de 22 
fois des lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) et pour le bras B par une survie médiane de 12 
mois et une survie à un an de 50% (157). Ces résultats sont en faveur du développement d'une 
phase II. 
 - un essai de phase III a évalué l'intérêt clinique du TNFerade™  qui est le nom 
commercial du vecteur adénoviral « AdGVEGR.TNF.11D », en combinaison avec une 
chimioradiothérapie (5-FU et radiothérapie)  sur 277 patients atteints d’un cancer du pancréas 
localement avancé (NCT00051467) (158). Ce vecteur adénoviral a été développé par GenVec, 
est délété des protéines E1, E4 et partiellement de E3 afin de le rendre déficient pour la 
réplication. De plus, ce vecteur exprime la cytokine pro inflammatoire TNF-α (tumor necrosis 
factor-alpha) sous le contrôle du promoteur Egr-1( pour early growth response protein 1) 
activé grâce aux radiations ionisantes afin d’avoir une production de TNF-α seulement dans la 
zone irradiée et donc au niveau de la tumeur (évitant ainsi les effets secondaires du fait de son 
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administration en périphérie (159)). Les résultats de cet essai ont révélés que la médiane de 
survie globale est de 10 mois pour les patients ayant été traités au TNFerade puis 
chimioradiothérapie contre 9,1 mois pour les patients traités seulement avec la 
chimioradiothérapie. Pour la médiane de survie sans progression elle est respectivement de 
6,8 mois contre 7 mois autrement dit, le TNFerade est bien toléré mais ne prolonge 
malheureusement pas la survie des patients comme cela l'avait été suggéré par la phase II. 
 
• Les vecteurs adéno viraux associés (AAV) 
Les AAV sont issus de virus de la famille des parvovirus. Ce sont des vecteurs à ADN 
simple brin de très petite taille, non enveloppés, qui transduisent des cellules quiescentes et 
des cellules en division. Il est important de noter que ces virus sont non pathogènes pour 
l’homme et non immunogènes. Ils ne s’intègrent que rarement et de façon aléatoire, ils 
présentent donc malgré tout un faible risque mutagène. Ils sont qualifiés de vecteur adenoviral 
associé car la souche virale parentale, le virus adéno-associé, dépend, pour se répliquer, de la 
présence d’adénovirus, d’herpes simplex virus ou de papillomavirus. Ces virus sont utilisés, 
toutes pathologies confondues dans 18 % des essais cliniques en France et dans 12 % des 
essais à travers le monde. En cancérologie, ils sont utilisés dans 3 % des essais dans le monde 
exceptés en France. Notons qu’un seul essai clinique de phase I évalue actuellement le 
potentiel thérapeutique d’une injection intra-tumorale d’AAV codant pour la hyaluronidase en 
combinaison avec un traitement à base de gemcitabine dans le traitement du cancer du 
pancréas (ES-0021). Aucun résultat pré clinique ni clinique n’a été publié. 
Ces différents vecteurs présentent tous une limite qui est le manque d’efficacité 
de transfection pour les vecteurs non viraux et l’ADN nu et d’efficacité de transduction 
pour les vecteurs viraux. En effet, ces vecteurs permettent de cibler un faible 
pourcentage de cellules cancéreuses in vivo au sein de la tumeur ce qui engendre, malgré 
le transfert de gène, une réduction limitée de la masse tumorale. De ce fait, pour palier à 
cette limite, les virus oncolytiques permettant un ciblage des cellules tumorales puis la 
propagation du virus, ont été développés. 
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I-5-3-3-b- Les virus oncolytiques ou oncovirothérapie 
• Présentation 
L'oncovirothérapie également appelée virothérapie des cancers est basée sur 
l'utilisation de virus réplicatifs pour traiter des patients atteints de cancers. La particularité de 
ces virus est qu'ils se répliquent préférentiellement dans les cellules tumorales de manière 
naturelle ou après modifications. En effet, les cellules cancéreuses, de par leur prolifération 
accrue, leur  réponse défectueuse à l'IFN (réponse antivirale), un métabolisme actif et une 
expression importante de molécules de surface servant de récepteurs d'entrée pour les virus, 
sont favorables à la réplication virale (160). Les virus oncolytiques peuvent donc être classés 
selon différents paramètres. Nous avons fait le choix de distinguer (1) les virus ciblant 
naturemment les cellules tumorales et (2) les virus ciblant les cellules tumorales après 
modification. Il existe un très grand nombre de virus oncolytiques. Nous ne détaillerons dans 
les paragraphes suivants, que ceux ayant un intérêt thérapeutique, notamment dans le cadre du 
cancer du pancréas. 
 
• Les différents virus oncolytiques 
 
 Les virus ciblant naturellement les cellules cancéreuses sont : 
Les réovirus 
 
 Leur nom signifie virus Respiratoire, Entérique et Orphelin. En effet, certains virus de 
cette famille des retroviridae affectent les voies respiratoires et le système gastro-intestinal 
(induit des troubles entériques). Ces virus sont qualifiés d'orphelins car certains d'entre eux ne 
sont associés à aucune pathologie. Ces virus sont des virus à ARN double brin, non 
enveloppés qui pénètrent dans la cellule par endocytose après reconnaissance avec des 
récepteurs impliquant des  JAMs pour "Junctional  adhésion molecules". L'efficacité de ces 
virus à se répliquer naturellement dans les cellules cancéreuses vient du fait qu'ils se 
répliquent préférentiellement dans les cellules kras mutées (161) et plus précisément dans les 
cellules avec la voie RalGEF (voie en aval de Kras) activée . En effet, les réovirus ciblent 
préférentiellement ces cellules Kras mutées qui ont un fort pouvoir de prolifération et donc de 
synthèse protéique nécessaire à leur réplication. Ces virus pénètrent également dans les 
cellules normales mais la réponse antivirale engendrée du fait de la production d'interféron 
bloque la synthèse protéique et donc la réplication virale (figure 25).  
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Figure 25 : Mécanisme d’action de la réolysine                                                              
(Adapté de « Oncolyticsbiotech.com ») 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ces virus, et notamment la REOLYSIN® qui a été développé par une entreprise 
canadienne, sont actuellement étudiés en clinique pour différents cancers. On dénombre 33 
essais cliniques qui évaluent l'intérêt thérapeutique de la REOLYSIN® seule ou en 
combinaison avec différentes chimiothérapies au Canada, Etats-Unis et Royaume-Uni. 
Concernant  le cancer du pancréas, un essai clinique de phase II (NCI-8601/OSU-10045) a 
débuté en février 2011 aux Etats Unis sur 73 patients atteints de ce cancer en phase 
métastatique (162). Durant ce test, les patients ont soit reçu un traitement chimiothérapeutique 
à base de Paclitaxel et Carboplatine, soit une injection intra-veineuse du virus combinée à la 
chimiothérapie, puis la survie sans progression des patients a été analysée. Les résultats de ce 
test révèlent que la médiane de survie sans progression est de 5,72 mois pour le groupe test 
contre 4,11 mois pour le groupe contrôle ce qui signifie que l'injection de virus induit un 
bénéfice de 39 % sur cette médiane. Aux vues des résultats prometteurs pour le cancer du 
pancréas mais également pour d'autres cancers tels que le cancer ovarien, la  REOLYSIN® 
s'est vu attribuée, en février 2015, du titre de médicament orphelin par la FDA ou "Food and 
drug administration". 
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Le virus de la stomative vésiculeuse (VSV)  
 Le VSV est un virus à ARN qui présente de nombreux avantages tels que (1) une 
réplication rapide dans le cytoplasme sans intégration, (2) une infection rapide indépendante 
de la prolifération de la cellule hôte, (3) un génome facilement modulable et (4) l'absence 
d'immunité préexistante chez l'homme (163). L'intérêt de ces virus a d'ores et déjà été 
démontré sur des modèles précliniques de cancer dont les cancers du sein, de la prostate, du 
colon et de mélanomes, mais peu de choses sont décrites pour le cancer du pancréas. Murphy 
et ses collaborateurs ont mis en évidence que les VSVs infectent efficacement les cellules 
cancéreuses pancréatiques mais que cette efficacité de transduction varie en fonction des 
lignées cancéreuses pancréatiques. En effet les lignées HPAF-II, Hs766T et BxPc3 sont moins 
permissives à l'infection par le VSV (164). Les mécanismes expliquant cette modulation de la 
permissivité n'ont pas été décrits. Actuellement, l'avancée des travaux sur l'utilisation des 
VSV pour le cancer du pancréas ne permet pas encore leur utilisation en clinique. Néanmoins, 
du fait de l'efficacité du ciblage des cellules cancéreuses pancréatiques par les VSV, des 
équipes utilisent leurs glycoprotéines d'enveloppe pour augmenter l'efficacité de transduction 
de vecteurs viraux. Howard et ses collaborateurs ont ainsi développé des vecteurs rétroviraux 
exprimant la thymidine kinase de l'HSV et possédant un pseudotypage de type VSV. Les 
résultats in vivo dévoilent que les animaux traités avec les vecteurs rétroviraux peudotypés 
VSV sont 5 à 10 fois plus sensibles au ganciclovir que les animaux traités par les vecteurs non 
pseudotypés, montrant ainsi l'intérêt d'utiliser ce type de pseudotypage (165).  
 
 Concernant les virus modifiés génétiquement pour cibler et/ou répliquer 
préférentiellement dans les cellules cancéreuses nous trouvons :  
Le virus de la rougeole ou measle virus 
 
Ce virus est un virus à ARN, enveloppé qui a été modifié par Bossow et ses 
collaborateurs pour ne cibler que les cellules cancéreuses pancréatiques. En effet, ce virus a 
été modifié génétiquement pour exprimer un anticorps monocaténaire (ScFv) dirigé contre 
l’antigène PSCA (prostate stem cell antigen) fortement exprimé par les cellules cancéreuses 
pancréatiques mais non exprimé par le pancréas sain. Ce virus exprime également la 
convertase PRP pour « purine nucleoside phosphorylase »  qui induit l’activation de la 
prodrogue fludarabine (chimiothérapie, 9β-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadénine), 
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Figure 26 : Réponse antivirale PKR                           
(Adapté de Kasuya  et al. 2005 (181)) 
 
spécifiquement dans les cellules infectées et environnantes. L’injection de ce virus modifié 
dans des xénogreffes sous-cutanées (sur des souris nudes) de cellules BxPc3, combiné au 
traitement à base de fludarabine, ralenti la progression tumorale. En effet, 66 jours après 
implantation, les volumes tumoraux du groupe infecté et traité sont inférieur de 33 % par 
rapport au groupe traité mais non infecté. De plus, la combinaison du virus et de la 
chimiothérapie augmente significativement la survie des animaux car 50 % des animaux 
survivent 90 jours après implantation alors que les animaux du groupe témoin (traités mais 
non infectés) sont euthanasiés à 75 jours du fait du développement de la pathologie (166). Ces 
résultats montrent le réel intérêt de ces virus dans la prise en charge du cancer du pancréas. 
 
Le virus de l'herpes ou HSV  
Le virus de l’herpes est un virus enveloppé avec, à l'intérieur de la capside, un ADN 
double brin. Il  appartient à la famille des Herpesviridae, du genre Simplexvirus. Les HSVs 
regroupent l’HSV-1 responsable de l’herpes buccal et l’HSV-2 responsable de l’herpes 
génital. Il s’agit de maladies bénignes mais néanmoins responsables de lésions de la peau et 
des muqueuses.  
 La réponse anti virale mise en 
place par la cellule pour contrecarrer 
l'entrée de la souche sauvage de ce 
virus est appelée réponse PKR (induite 
par l'ARN double brin viral). Comme 
montré figure 26, cette réponse 
correspond à une auto phosphorylation 
de la protéine PKR (pour protéine 
kinase R) entrainant son activation.  
Cette kinase phosphoryle alors eIF-2α 
induit un arrêt de la synthèse 
protéique et donc indirectement 
bloque la réplication virale (167). 
 Différentes caractéristiques des HSVs en font des virus oncolytiques de choix pour le 
traitement des cancers : ils sont non intégratifs, présentent un large tropisme, ont un génome 
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Figure 27 : Interactions entre les 
glycoprotéines de type D présentes à la 
surface de l’enveloppe virale et la nestine-1 
et les HVEM de la membrane plasmique 
   (Adapté de Spear et al. 2000 (183)) 
 
de grande taille (152Kb) avec de nombreux gènes non indispensables pouvant être modifiés 
ou remplacés et ils répliquent rapidement. Enfin, des inhibiteurs de la réplication virale tel que 
le gancyclovir ou l’acyclovir sont disponibles et efficaces en cas d’effets secondaires en 
clinique (168).  
Ces HSVs peuvent être modifiés pour ne cibler que les cellules cancéreuses. Le large 
tropisme de ces virus provient notamment de la présence sur l’enveloppe virale de 
glycoprotéines de type D ayant la capacité de se lier à la nectine-1 (molécule d'adhésion de la 
superfamille des immunoglobulines) ou au HVEM pour "herpes virus entry mediator" 
(molécule de la famille du récepteur au TNF) (figure 27) (169).  Il est donc possible de 
modifier ces glycoprotéines pour cibler les HSVs aux cellules tumorales. Zhou et ses 
collaborateurs ont ainsi remplacé la glycoprotéine D ciblant le HVEM par un peptide 
d'adressage à  l'IL13 et ont ainsi ciblé les cellules tumorales gliales qui expriment fortement le 
récepteur α2 de l'IL13 (170). Enfin, Menotti et ses collaborateurs ont ciblé in vivo les cellules 
tumorales HER-2-positives, mammaires ou ovariennes. Pour cela, ils ont remplacé des 
glycoprotéines virales par une immunoglobuline ciblant le récepteur HER-2 (171) (172). 
 
 
 
 
 
 
 
La réplication de ces virus est effectuée préférentiellement dans les cellules 
cancéreuses du fait de la modulation de voies de signalisation spécifiquement dans ces 
cellules. En effet, les virus ciblent préférentiellement les cellules cancéreuses ayant la voie 
p53 mutée, la réponse PKR invalidée (notamment du fait d'une production d'interféron 
défectueuse suite à l'infection virale), Ras activée (et plus précisément l'activation de la voie 
Raf/erk en aval de Kras (161)) ces dernières favorisent la prolifération cellulaire et donc la 
réplication virale. Concernant les cellules cancéreuses pancréatiques, contrairement à ce qui 
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est couramment observé, les HSVs ciblent les cellules selon le statut de la voie PI3K plutôt 
que celui de la voie des MAP kinases et donc de RAS. En effet, une activation de la voie 
PI3K/AKT est décrite par Sarinella et ses collaborateurs comme inhibant GSK-3, ce qui 
conduit à l’activation de eIF-2α (se traduisant par sa liaison au GTP) et donc à l’augmentation 
de la traduction qui favorise ainsi la réplication virale. Les cellules présentant une activation 
de la voie PI3K/AKT, ce qui est le cas dans 50 % des cancers du pancréas (173), permettent 
une meilleure réplication de ces virus HSV modifiés (174).  
Ces virus peuvent également être modifiés pour cibler les cellules cancéreuses. La 
première modification a été effectuée en 1991 par Martuza et ses collaborateurs pour le 
traitement de tumeurs cérébrales (175). Pour cela, des xénogreffes de cellules U87 (gliome 
humain) ont été effectuées en sous cutanées et en sous rénales sur des souris nudes. Après 
injection intra-tumorale du virus modifié, un prolongement de la survie a été observée. Ce 
virus appelé dlsptk est délété pour la thymidine kinase virale ayant pour rôle d'ajouter un 
phosphate à la thymidine qui peut ensuite être incorporée dans l'ADN. De ce fait, le virus va 
cibler préférentiellement les cellules en division. Au niveau cérébral, seules les cellules 
tumorales proliférent ce qui permet un ciblage spécifique des cellules tumorales par simple 
délétion de la thymidine kinase. Ce fut donc la première évidence de l’intérêt de modifier ce 
type de virus oncolytique.  
Par la suite, les principales modifications effectuées pour restreindre la réplication 
virale aux cellules tumorales ont été des délétions de gènes essentiels à la réplication virale à 
savoir ICP6, gène codant pour la ribonucléotide virale (également appelé UL39) ou γ1 34.5, 
gène codant pour une protéine qui inhibe la réponse anti virale PKR (également appelé RL1) 
(168). Dans le premier cas, la délétion d'ICP6 induit un ciblage des cellules exprimant des 
taux importants de ribonucléotide réducatse. Dans le deuxième cas, cette délétion permet de 
cibler des cellules ayant une réponse antivirale défaillante du fait d'une absence de production 
d'IFN en réponse à l'infection virale. Les cellules tumorales contrairement aux cellules 
normales présentent ces deux caractéristiques. 
L'intérêt grandissant pour l'utilisation des HSVs en clinique engendre depuis les 
années 2000 le développement de nouveaux vecteurs modifiés afin d'accroitre la spécificité de 
ces virus pour les cellules cancéreuses. Pour cela, le virus Myb34.5 a été développé à partir 
des générations précédentes d'HSV dont MGH-1. Ce dernier correspond  à une souche délétée 
du gène codant pour ICP6  et du gène codant pour γ1 34.5 (176). Le virus Myb34.5 a été 
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développé car le virus MGH-1, du fait de ces deux délétions, présenta une forte diminution de 
la réplication virale (177). Il s'agit d'un HSV de 2ème génération délété pour ICP6 et dont 
l'expression de la protéine γ1 34.5 est sous le contrôle du promoteur B-myb. Il s'agit donc d'un 
virus avec un double contrôle, au niveau de la réplication et de la transcription virale (178). B-
myb est un facteur de transcription surexprimé en phase G1 et réprimé dans les cellules 
quiescente qui sont en phase G0. Sa transcription est activée par E2F du fait de la présence de 
sites de liaisons de ce facteur sur le promoteur de B-myb. De manière intéressante E2F est 
quant à lui régulée par la voie p16/RB souvent perturbée dans les processus cancéreux. De ce 
fait, les cellules cancéreuses sur expriment E2F et donc B-myb. L'efficacité du contrôle de la 
transcription -E2F dépendante spécifiquement dans les cellules cancéreuses avait d'ores et 
déjà été mise en évidence en 1997 par Fine et ses collaborateurs (179).  De façon intéressante, 
ce virus de 2ème génération présente une réplication virale 1 000 à 10 000 fois plus 
importante dans les cellules cancéreuses que dans les cellules normales. Ce mutant HSV est 
aujourd'hui encore évalué comme virus présentant le meilleur taux de réplication restreint au 
cellules cancéreuses (178). L'innocuité de ces virus atténués dans l'organisme a d'ores et déjà 
été démontrée lors de leur injection dans le système nerveux central de patients atteins de 
gliomes (180). Le cas est encore aujourd'hui évalué dans différents essais cliniques dont trois 
concernant le cancer du pancréas : 
- HF10 est un mutant spontané de la souche sauvage du virus de l'herpes, évalué 
en clinique dans un essai de phase I pour des patients atteints d'un cancer du pancréas non 
opérable. Une analyse 30 jours après injection intra-tumorale du virus (3 injections de 106 pfu 
de virus) a révélé l'absence d'effets secondaires avec des évidences d'efficacité (stabilisation 
de la pathologie pour trois patients, réponse partielle pour un patient et enfin, deux patients 
avec une progression de la maladie) (181). 
- Oncovex GM-CSF  est un virus oncolytique évalué dans un essai de phase I 
également pour des patients atteints d'un cancer du pancréas non opérable. Il s'agit d'un HSV 
invalidé pour ICP6 et γ1 34.5. De plus, il code pour le GM-CSF (Granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor). Aussi, lorsque le virus se réplique, cela induit une lyse des cellules 
tumorales et une libération de la cytokine GM-CSF. Cette dernière  stimule alors le système 
immunitaire en induisant un recrutement des cellules dendritiques. Les résultats n'ont pas 
encore été publiés néanmoins, ce même virus est actuellement en phase III pour le traitement 
du mélanome (182).  
59
Figure 28 : Inhibition de p53 par les adénovirus  
(Adapté de Chiocca et al. 2002 (174)) 
 
Les adénovirus 
 
Ces virus font partie de la famille des Adenoviridae. Il s'agit de virus à ADN double 
brin, non enveloppés. Selon les espèces ils peuvent causer différentes pathologies 
respiratoires, oculaires ou digestives mais néanmoins bénignes. Tout comme les HSVs, les 
adénovirus peuvent être armés de gènes thérapeutiques tels que des antigènes associés aux 
tumeurs, des cytokines ou chimiokines ce qui accroit considérablement leur efficacité in vivo 
(168).  
L'efficacité clinique de différents mutants a été évaluée lors de différents essais 
cliniques pour le cancer du pancréas : 
 - ONYX-015 (dl1520) est 
un adenovirus de sérotype 2/5 
modifié par Onyx pharmaceutical 
pour ne répliquer que dans les 
cellules p53 mutées. Il s'agit du 
premier virus oncolytique, dont la 
réplication est ciblée aux cellules 
cancéreuses, à avoir été testé en 
clinique. Ce virus oncolytique est 
délété du gène codant pour la 
protéine E1B responsable de 
l'inhibition de la protéine p53 (figure 28). Ce virus ne peut se répliquer qu'en absence de p53 
car cette protéine induit un arrêt du cycle cellulaire suivi d'une mort cellulaire par apoptose en 
réponse à l'infection virale (160). De ce fait, l'invalidation d'E1B va induire le ciblage de 
cellules exprimant faiblement p53 telles que les cellules cancéreuses. Cette technique permet 
ainsi d’épargner les cellules normales qui expriment p53 (183) . Ce virus a été testé en 
combinaison avec la gemcitabine dans un essai de phase I/II pour les patients atteints d'un 
cancer du pancréas. Cet essai a permis de mettre en évidence la faisabilité et la tolérance du 
fait de l'absence d'effets secondaires graves (seulement une faible fièvre, des frissons et une 
myalgie) suite à l'injection intra-tumorale, intra veineuse ou intra artérielle du virus seul ou en 
combinaison avec le traitement chimiothérapeutique. Sur 21 patients, il fut rapporté que 2 ont 
présenté une régression partielle de la pathologie, 2 ont présenté une réponse mineure et enfin 
6 ont vu une stabilisation de la maladie (184).  La réponse des patients atteints de différents 
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cancers à ONYX-015 fut malgré tout variable et relativement modérée. Cela peut être 
expliqué par trois éléments (1) la perte de l'expression de la protéine E1B (normalement 
responsable de l'inhibition de p53) (2) par l'exportation de l'ARN viral et (3) par l'inhibition de 
la synthèse des protéines de la cellule hôte (notamment grâce à un blocage du passage des 
ARNm de la cellule hôte du noyau vers le cytosol) (185).  
 
 - VCN-01 est un adénovirus modifié pour cibler (du fait de l'expression d'un motif 
de liaison aux intégrines) et répliquer spécifiquement dans les cellules cancéreuses. De plus, 
ce virus dégrade la matrice extra cellulaire (grâce à l'expression d'une hyaluronidase) pour 
permettre une meilleure diffusion intra-tumorale du virus. Ce virus est actuellement testé en 
clinique lors d'un essai de phase I (NCT02045589) en combinaison avec la gemcitabine pour 
des patients atteints d'un cancer du pancréas. L'étude préclinique révèle que VCN-01 présente, 
après injection intraveineuse ou intratumorale, une activité antitumorale sur des modèles de 
xénogreffes sous cutanées de cellules cancéreuses pancréatiques chez la souris et le hamster 
doré de Syrie (186). En effet, les animaux traités par injection intraveineuse de VCN-01 
présentent des tumeurs de taille 2.4 fois inférieure aux tumeurs contrôles (injectées avec le 
virus ICOVIR-17 dépourvu de motif de liaison aux intégrines). De plus 83 jours après 
injection du virus, les auteurs mesurent pour 50% des animaux injectés avec VCN-01 une 
régression tumorale. 
 - Ad5-yCD/mutTKSR39rep-ADP a été conçu à partir du virus Ad5-CD/TKrep pour 
améliorer l’effet anti-tumoral. Ce virus Ad5-CD/TKrep est un adénovirus de sérotype 5 
exprimant une cytosine désaminase bactérienne et la thymidine kinase du virus de l’herpes. 
Ces dernières permettent respectivement de convertir les prodrogues 5- fluorocytosine et le  
ganciclovir en drogues actives (187). Cette seconde génération de virus exprime à la fois un 
gène de fusion codant pour une cytosine désaminase de levure (yeastCD) et une thymidine 
kinase de HSV mutée  et une protéine ADP (pour adenoviral death protéine). Cette dernière 
est une glycoprotéine membranaire qui joue un rôle majeur dans la lyse des cellules tumorales 
et la libération des virions (188). L’intérêt de cette stratégie utilisant des gènes suicides est 
que la toxicité est concentrée dans la tumeur ce qui permet d’éviter la toxicité périphérique 
induite par la chimiothérapie. L'étude préclinique de ce virus montre que l'injection 
intratumorale du virus dans un modèle murin de xénogreffe sous cutanée (lignée humaine 
MiaPaca-2) combinée à une injection intrapéritonéale de gancyclovir et une 
radiochimiotéhrapie (5-fluorocytosine, 5-FC) améliore la médiane de survie qui est alors de 
60 jours. Contrairement à cela la médiane de survie des animaux non traités est de 18 et celle 
61
des animaux ayant reçu une radiothérapie ou une injection de virus combinée au gancyclovie 
et 5-FC est de 21 (187). L’essai de phase I visant à évaluer la faisabilité et la toxicité du virus 
Ad5-yCD/mutTKSR39rep-ADP en combinaison avec la chimioradiothérapie pour le 
traitement de patients atteints d’un cancer du pancréas non métastatiques est aujourd’hui 
terminé (NCT00415454) mais aucun résultat n’a été publié à ce jour. 
 - PATk01 est un adénovirus exprimant la thymidine kinase du virus de l’herpes. 
L’innocuité et l'efficacité potentielle de ce virus sont actuellement évaluées dans un essai de 
phase I en combinaison avec le Valacyclovir (prodrogue anti-herpétique pour une stratégie de 
gène suicide) et une chimioradiation sur des patients atteints d’un cancer du pancréas 
(NCT00638612). Cet essai, actuellement en cours, peu d'éléments sont connus quant aux 
modifications de ce génome viral et l’efficacité de cette association. 
 
 Actuellement, les HSVs et les adénovirus sont évalués en clinique dans des essais de 
phase III ceci montrant leur intérêt pour améliorer la prise en charge des patients atteints d'un 
cancer du pancréas (186).  
 
I-5-4-  L’essai TherGap 
 
Notre équipe a mené le premier essai clinique de thérapie génique pour les formes 
avancées de cancer du pancréas à l’aide d’un vecteur non viral (189). Il s’agit d’un essai de 
phase I non randomisé effectué pour étudier la sécurité et la biodistribution du produit de 
thérapie génique CYL-02 en combinaison avec le traitement de référence à savoir la 
gemcitabine. Le CYL-02  correspond à de l'ADN thérapeutique combinant DCK:UMK et 
SSTR2, le tout véhiculé par le PEI (polyéthylèneimine). Cet essai est donc basé sur la sur-
expression de deux protéines clés du métabolisme de la gemcitabine à savoir DCK, UMK et 
sur la ré-expression du récepteur à la somatostatine 2 (SSTR2) perdu au cours de la 
carcinogenèse pancréatique grâce au vecteur non viral PEI. Le CYL-02 a été évalué en 
escalade de doses (125µg, 250µg, 500µg et 1000µg d'ADN complexé).  
Nous détaillerons dans un premier temps le vecteur utilisé, à savoir le PEI, puis dans un 
second temps les gènes thérapeutiques. Le déroulement, les résultats et les conclusions de 
cet article seront développés dans la 1ère partie des résultats expérimentaux de cette thèse.  
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Figure 22 : Métabolisme 
simplifié de la gemcitabine 
 
• Le PEI 
Concernant le vecteur utilisé, comme décrit précédemment dans le chapitre de cette 
thèse développant les vecteurs non viraux de type dérivés polycationiques, est un vecteur 
synthétique cationique non viral linéaire appelé PEI (de 22kDa). Le produit de thérapie 
génique CYL-02 (PEI et gène thérapeutique) a été développé en collaboration avec la société 
Toulousaine Invivogen et le Centre d'Investigation Clinique Biothérapie (CHU Toulouse / 
Inserm). 
• Le gène thérapeutique  
 - La déoxycytidine kinase (DCK) 
 En condition physiologique, sans 
chimiothérapie, la déoxycytidine kinase (DCK) 
phosphoryle les désoxyribonucléosides afin de fournir 
des dNTP pour la réplication et la réparation de l’ADN 
tout en évitant la synthèse de novo de ses précurseurs  
(190). Concernant son implication dans l’activation 
d’analogues nucléotidiques, la DCK est décrite comme 
l’enzyme clé du métabolisme de la gemcitabine 
présenté de façon simplifiée figure 22. En effet, elle est 
le facteur limitant de son activité cytotoxique. Ceci a 
notamment été décrit par Kroep et ses collaborateurs 
qui ont mesuré l’activité de la DCK (191) sur 8 
lignées tumorales d’origines variées (pancréas, colon, 
poumon, ovaire, gorge, tête) sensibles ou résistantes à la gemcitabine. Ces différentes lignées 
(d’origine murine ou humaine) ont été injectées en sous cutanée à des souris nudes femelles. 
Les résultats de ces expériences ont révélés que le taux protéique de la DCK corrèle 
étroitement avec son activité et avec la sensibilité à la gemcitabine. De plus, l’expression de 
l’ARNm de la DCK est quant à à elle liée à l’activité et au taux protéique de l’enzyme mais 
pas à la sensibilité à la gemcitabine, suggérant ainsi une régulation post-traductionnelle de la 
DCK. La conclusion de ce travail est donc que l’activité de la DCK traduit la sensibilité des 
lignées tumorales à la gemcitabine et donc que la DCK est un facteur pronostic de réponse à 
la gemcitabine (192). Ces résultats ont été confirmés par les travaux d’Ohhashi qui ont 
montré, via la transfection d’un siRNA dirigé contre la DCK dans la lignée SUIT2, que la 
sous-expression de l’enzyme favorise la résistance des cellules cancéreuses pancréatiques à la 
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gemcitabine sans effet sur la prolifération basale. De plus, une exposition prolongée de la 
lignée SUIT2 à des doses croissantes de gemcitabine induit une diminution de l’expression de 
DCK sans affecter l’expression de hENT1 et des RRM 1 et 2 (autres molécules impliquées 
dans le métabolisme de la gemcitabine) (193). La régulation négative de l’expression de la 
DCK dans les cellules cancéreuses pancréatiques engendre donc une résistance à la 
gemcitabine (194).  
Contrairement au travaux d' Ohhashi concernant la régulation de l’expression de la DCK 
en présence de gemcitabine, Costantino et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence que le 
facteur HuR (pour Proteine Hu, antigene R) se lie avec la région 3’UTR riche en U ou AU de 
la DCK. En effet, HuR, protéine de réponse au stress, a la capacité de se lier à l’ARNm et est 
un régulateur post transcriptionnel de l’expression génique (stabilise l’ARNm ou module la 
traduction). Après traitement à la gemcitabine, le taux de HuR cytoplasmique augmente, ce 
dernier se lie à l’ARMm de la DCK et induit ainsi une augmentation de son expression (195).  
En accord avec ce postulat, Hapke et ses collaborateurs ont mis en évidence que la sur-
expression de DCK grâce à un vecteur rétroviral dans les lignées tumorales  MCF-7, HT-29 et 
H1437 augmente considérablement la sensibilité des ces lignées à une autre drogue 
métabolisable par la DCK à savoir la 1-beta-D-arabinofuranosylcytosine (AraC). Ceci suggère 
pour la première fois l’intérêt thérapeutique de la sur-expression de la DCK pour accroitre la 
sensibilité aux analogues pyrimidiques (196). 
Dans la continuité de ce travail, notre équipe a mis en évidence que la sur-expression du 
gène de fusion DCK et d’UMK (deuxième enzyme impliquée dans la métabolisation de la 
gemcitabine, figure 21), sensibilise les cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine in 
vitro et in vivo. En effet, l’équipe a généré une lignée cancéreuse pancréatique PC 1.0 dérivée 
de hamster surexprimant de façon stable le gène de fusion DCK:UMK (147). Les résultats in 
vitro montrent que cette sur-expression sensibilise les cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine. Concernant l’étude in vivo, l’implantation de ces cellules dans le pancréas 
d’hamsters dorés de Syrie immunocompétents (allogreffes orthotopiques), suivit d’un 
traitement chimio thérapeutique, révèle une inhibition de la croissance tumorale, une chimio 
sensibilisation et enfin, un effet de coopération métabolique (effet bystander). En effet, cette 
étude montre un transfert de cytotoxicité entre des cellules transfectées et non transfectées in 
vitro et in vivo, augmentant l’intérêt d’utiliser ce gène de fusion en vue d’une approche 
thérapeutique. En effet, l'intérêt est que malgré le fait que l'efficacité de transfection soit 
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Figure 23 : Voie de signalisation du 
récepteur à la somatostatine                                           
(Adapté de Barbieri et al. 2012 (199)) 
 
faible, ce transfert de toxicité augmente la chimiosensibilité d'un grand nombre de cellules 
tumorales.  L'ensemble de ces résultats sont en faveur de l’intérêt thérapeutique de la sur-
expression de DCK :UMK pour améliorer la prise en charge des patients atteints d’un cancer 
du pancréas. 
 - Le récepteur à la somatostatine 2  
 L’équipe est à la base de la découverte de 
la perte d'expression du récepteur de somatostatine 
ou SSTR2 dans le cancer du pancréas (197). En 
physiologie, SSTR2 est exprimé dans le cerveau, 
le pancréas, l'estomac, les muscles et les reins et 
est impliqué dans l'inhibition de la libération de 
différentes hormones. Concernant les tissus 
tumoraux il est exprimé dans les reins, les ovaires, 
les poumons, les thymomes ( tumeur du thymus) et 
les cellules tumorales mammaires (198). La liaison 
de la somatostatine avec son récepteur SSTR2, 
comme montré figure 23, engendre des fonctions 
antiproliférative et pro apoptotique (199).  Lors de 
la carcinogénèse pancréatique, une perte 
d’expression de ce récepteur est observée dans 
95% des cas de tumeur (200). De manière intéressante lorsque SSTR2 est ré exprimé dans les 
cellules cancéreuses pancréatiques, la croissance tumorale et l’angiogenèse sont inhibées 
notamment du fait de l’induction de l’expression de son ligand la somatostatine (201),(202). 
L'expression de son ligand la somatostatine favorise alors les effets à distance. En effet, notre 
équipe a mis en évidence un effet bystander consécutif à la sur-expression de SSTR2 dans les 
cellules cancéreuses pancréatiques via une activation à distance de SSTR1 au niveau des 
cellules tumorales et de SSTR3 au niveau des cellules endothéliales (149). De ce fait, des 
effets antiprolifératif  et anti angiogenique ont été observés pour les cellules surexprimant 
SSTR2 mais également pour les cellules environnantes. 
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 Conclusions de la partie II 
• La thérapie génique anticancéreuse présente des objectifs qui lui sont 
propres  
• Les virus oncolytiques sont des outils de choix pour le ciblage des cellules 
tumorales et l'éradication de la tumeur. 
• La thérapie génique anticancéreuse est une stratégie d'avenir pour 
améliorer la prise en charge des patients atteints d'un cancer du pancréas. 
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II- Résultats expérimentaux 
II-2 Introduction générale: Rationnel de thèse 
 
  L’équipe développe depuis de nombreuses années des protocoles de thérapie génique 
innovants pour la prise en charge des patients atteints d’un cancer du pancréas. Cela nous a 
permis de mener le premier essai clinique de thérapie génique utilisant un vecteur non 
viral pour les formes avancées de ce cancer : l’essai TherGap. Cet essai de phase I a mis 
en évidence la faisabilité et la sécurité de la thérapie génique pour la prise en charge de 
ces patients, confirmant ainsi les résultats de l’essai TNFeradeTM. A l’issu de l'essai 
TherGap, un plateau thérapeutique au-delà duquel les cellules résistent au traitement a 
été mis en évidence (Article N°1). Cette dernière observation fut le point de départ de ce 
travail de thèse. En effet, cette stratégie de thérapie génique chimiosensibilisante semble 
fonctionner mais elle ne permet pas d’éradiquer totalement la tumeur dans des modèles 
expérimentaux et chez les patients. De ce fait, nous avons recherché d’autres acteurs 
moléculaires pouvant intervenir dans les mécanismes de chimiorésistance directe à la 
gemcitabine. Parmi de nombreux candidats, seule la cytidine désaminase (CDA), connue 
pour son rôle majeur dans la chimiorésistance, est retrouvée surexprimée dans les tumeurs 
de patients et présente un taux d’expression inversement proportionnel au taux de 
réponse à la gemcitabine des patients (Article N°2 en préparation). L’hypothèse de ce 
travail est donc que l’invalidation de la CDA permettrait de chimiosensibiliser les cellules 
cancéreuses pancréatiques et de lever le plateau thérapeutique observé dans l’essai TherGap 
lorsque combinée à la sur-expression de DCK::UMK (utilisée dans l'essai TherGap). Dans un 
second temps, nous avons recherché de nouveaux vecteurs plus efficaces pour la thérapie 
génique du cancer du pancréas. Notre choix s’est porté sur les virus oncolytiques modifiés 
génétiquement et plus particulièrement sur les virus dérivés d’HSV-1 dont nous avons 
démontré l'efficacité dans ce contexte (Article N°3). 
  
 
67
 68
II-3 Publications et travaux en cours 
 
Article N°1- "First-in-man phase I clinical trial of gene therapy for 
advanced pancreatic cancer: Safety, biodistribution and preliminary 
clinical findings" 
Introduction 
Les études précliniques in vitro et in vivo de l'équipe concernant l'activité antitumorale 
consécutive à la sur-expression de DCK::UMK et à la ré-expression de SSTR2 dans des 
modèles expérimentaux de ce cancer, ont abouti au développement de l’essai TherGap. 
Comme détaillé précédemment, cet essai clinique de phase I, consiste en l'injection intra-
tumorale, sous écho endoscopie, du CYL-02 (gène médicament DCK::UMK, SSTR2, 
complexé avec le vecteur polycationique non viral PEI), combinée à un traitement par 
gemcitabine afin d'étudier la faisabilité et la sécurité du produit de thérapie génique pour 
les patients atteints d'un cancer du pancréas non opérable. Cet essai a été réalisé sur 22 
patients atteints d’un cancer du pancréas localement avancé et/ou métastatique dans les 
hôpitaux de Toulouse. Les premiers patients ont été inclus en Décembre 2010 et l’essai s’est 
terminé en septembre 2012.  
Le protocole a duré 2 mois. 
Le premier jour, le CYL-02 a été 
injecté dans la tumeur des patients 
sous écho endoscopie. Puis les 
3ème, 4ème et 5ème jours, les patients 
ont reçu une injection intra 
veineuse de gemcitabine. Un 
deuxième cycle a été effectué au 
28ème jour. Enfin, les patients qui 
ne progressent pas sous traitement 
ont reçu 4 mois de traitement supplémentaire à base de gemcitabine suite à l'essai. Durant la 
totalité de l’essai, des analyses cliniques et biologiques (prélèvements de sang, d’urine, 
analyse biochimiques, radiographie, tomodensitométrie) ont été réalisées pour pouvoir statuer 
sur les différents paramètres étudiés. 
 
69
Les objectifs de ce travail étaient d’: 
- Analyser la tolérance et la faisabilité de la thérapie génique pour la prise en 
charge des patients atteints d’un cancer du pancréas localement avancé ou métastatique. 
- Etablir la biodistribution du produit de thérapie génique CYL-02. 
- Rechercher des premières indications d'efficacité thérapeutique. 
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This phase 1 trial was aimed to determine the safety, phar-
macokinetics, and preliminary clinical activity of CYL-02, 
a nonviral gene therapy product that sensitizes pancre-
atic cancer cells to chemotherapy. CYL-02 was adminis-
trated using endoscopic ultrasound in 22 patients with 
pancreatic cancer that concomitantly received chemo-
therapy (gemcitabine). The maximum-tolerated dose 
(MTD) exceeded the maximal feasible dose of CYL-02 
and was not identified. Treatment-related toxicities were 
mild, without serious adverse events. Pharmacokinetic 
analysis revealed a dose-dependent increase in CYL-02 
DNA exposure in blood and tumors, while therapeutic 
RNAs were detected in tumors. No objective response 
was observed, but nine patients showed stable disease 
up to 6 months following treatment and two of these 
patients experienced long-term survival. Panels of plas-
matic microRNAs and proteins were identified as pre-
dictive of gene therapy efficacy. We demonstrate that 
CYL-02 nonviral gene therapy has a favorable safety 
profile and is well tolerated in patients. We character-
ize CYL-02 biodistribution and demonstrate therapeutic 
gene expression in tumors. Treated patients experienced 
stability of disease and predictive biomarkers of response 
to treatment were identified. These promising results 
warrant further evaluation in phase 2 clinical trial.
Received 9 December 2014; accepted 18 December 2014; advance online 
publication 10 February 2015. doi:10.1038/mt.2015.1
INTRODUCTION
Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the fourth lead-
ing cause of cancer death in Western countries, with the low-
est 5-year relative1 and 1-year survival rates2 among commonly 
diagnosed cancers. PDAC is anticipated to move to the second 
leading cause of cancer death worldwide by 2020 in the absence 
of improvements in early detection and/or treatment.3 Since 1997, 
gemcitabine is the only approved first-line treatment for patients 
with advanced PDAC2; however, the 5-year survival rate is only 
2%,1 with 1-year survival rates ranging from 17 to 23%.2 Recently, 
phase 2 and 3 trials exploring gemcitabine-based combinations 
with erlotinib4 or nab-paclitaxel5 were found to improve over-
all survival (OS) of patients with a metastatic disease. Thus, the 
moderate activity of standard gemcitabine and gemcitabine-based 
regimens strongly encourages new therapeutic research programs 
such as gene therapy.
We devised in the past decade a highly innovative approach based 
on therapeutic gene transfer using nonviral vectors to restore SSTR2 
expression (encoding for somatostatin receptor subtype 2) that is lost 
in 95% of PDAC tumors.6 We found that SSTR2-based gene therapy 
induces a strong bystander antitumoral effect that is antiprolifera-
tive, proapoptotic, antiangiogenic, and  antimetastatic.7–13 Resistance 
to gemcitabine is a major cause of  unsatisfactory improvement dur-
ing pancreatic cancer treatment may help identify novel therapeu-
tic target genes to enhance the efficacy of gemcitabine treatment. 
Deoxycytidine kinase (DCK) phosphorylates gemcitabine to gem-
citabine diphosphate in a rate-limiting step. Loss of expression of 
this key enzyme was recently associated with acquired resistance to 
gemcitabine in pancreatic cancer cells, in preclinical models,14 and 
in patients.15 We demonstrated that delivering DCK::UMK fusion 
gene, encoding for both DCK and uridylate monophosphate kinase 
(UMK), using nonviral vectors overcomes PDAC-derived cells resis-
tance to gemcitabine.16 Thus, as opposed to many trials for PDAC 
treatment in which new agents are combined with gemcitabine 
simply because it is a standard of care, there is a strong rationale to 
deliver DCK and UMK genes and to treat advanced pancreatic can-
cer tumors with chemotherapy.
This phase 1 study was conducted to determine the recom-
mended phase two dose of a clinical grade, gene therapy product 
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combining for the first time SSTR2, DCK, and UMK gene expres-
sion, delivered by a nonviral vector, and administered with 
gemcitabine in patients with advanced pancreatic cancer. We 
characterized the feasibility, tolerability, and toxicity profile of the 
regimen and examined preliminary efficacy. Pharmacokinetic and 
biomarker studies were also performed.
RESULTS
Patient characteristics
A total of 22 patients with advanced pancreatic cancer were 
consented and received treatment between December 2010 and 
September 2012. The demographic and clinical characteristics 
of the enrolled patients are listed in Table 1. Thirteen patients 
were diagnosed with locally advanced disease, while 9 patients 
had distant metastasis. Four patients with locally advanced dis-
ease had received prior chemotherapy, whereas nine had not. 
All patients with distant metastasis excepting two had received 
prior chemotherapy. Among the 22 patients included, 20 
patients were evaluable for safety evaluation. The gene therapy 
protocol was stopped for two patients (both receiving 250 μg 
of CYL-02): one patient received less than two-third of gem-
citabine because of rapid progression of metastatic disease; the 
second patient had only one injection of CYL-02 because of 
septicemia caused by chronic biliary stent obstruction (these 
two patients had received FOLFIRINOX as a first treatment for 
metastatic PDAC).
Dose escalation process
Patients received two intratumoral injections of CYL-02 using 
endoscopic ultrasound (EUS) followed by gemcitabine infusions 
(Figure 1a). Injection of escalating doses (125, 250, 500, and 
1,000  μg) of CYL-02 was feasible in all cases whatever the size 
of the primary tumor (mean maximal size measured by EUS at 
day 1: 36.5 ± 2.3 mm (median: 33, range: 22–54)); the localization 
of the primary tumor (including uncus, isthmus, or tail in two, 
three, and two cases, respectively); and previous local treatment 
(i.e., biliary stenting, biliary or digestive bypass, partial resection). 
CYL-02 injections resulted in “white cloudy” shapes within the 
tumor easily tracked by EUS (Figure 1b–d). No further escalation 
was attempted, as 1,000 μg was the highest planned dose of CYL-
02. We declared dose level 4 (1,000 μg) as the recommended phase 
two dose for this study.
Safety
The toxicity profile observed with the study combination was sim-
ilar to that reported for gemcitabine alone. All patients received at 
least one dose of treatment and were evaluable for toxicity. Grade 
I or higher treatment-related adverse events are summarized in 
Table 2. There was one death at dose 500 μg (patient #18), that 
was not considered as related to the study treatment due to the 
temporal relationship, while the patient was showing indications 
of stable disease (SD). Grade III–IV nondose-limiting treatment-
related toxicities included fever in two patients (9%) treated with 
250 and 500 μg of CYL-02. We conclude that the intratumoral 
delivery of anticancerous genes by EUS using nonviral vectors is 
feasible, well tolerated, and safe in patients with pancreatic cancer.
Pharmacokinetics and tumor analysis
We characterized the biodistribution of CYL-02 following intra-
tumoral injection in patients. We first assessed CYL-02 dissemi-
nation in urine and blood. Therapeutic DNA was not detected 
in the urine of treated patients with the exception of patient #13 
in whom the tumor had invaded the right kidney, strongly sug-
gesting a direct leakage of CYL-02 into the urine flow follow-
ing intratumoral injection, rather than active excretion by the 
kidneys. On the other hand, CYL-02 DNA levels peaked in the 
blood of patients following each of the two rounds of gene therapy. 
Figure 2a illustrates CYL-02 dissemination at dose = 1,000 μg, 
corresponding to 0.02 ± 0.01 and 0.06 ± 0.04% of the injected dose, 
respectively. In addition, the amount of CYL-02 detected in the 
blood after the first injection tended to be proportional to the dose 
administrated (P = 0.057, data not shown). There was no differ-
ence in the pharmacokinetic parameters of CYL-02 between day 
1 and day 28.
CYL-02 DNA was detected in fine-needle aspiration 
(FNA) microbiopsies collected from tumors, 1 month fol-
lowing gene transfer. Tumors from patients #2 and #3 were 
too small to be sampled. We found that 0% (0/4), 75% (3/4, 
mean copy number 3.18 ± 2.3 × 102), 66.6% (4/6, mean copy 
number 5.88 ± 4.29 × 103), and 100% (4/4, mean copy number 
1.05 ± 1.02 × 106) of EUS-guided tumor biopsies were positive 
for CYL-02 following injection with 125, 250, 500, and 1,000 
μg of CYL-02, respectively. CYL-02 DNA levels were statisti-
cally elevated in tumors receiving 1,000 μg as compared to 
Table 1 Demographic and baseline characteristics of the patients 
enrolled in the THERGAP gene therapy clinical trial
Clinical data
Age (years) Median: 61.5
Range: 50–74
Gender: n (%) Male: 15 (68%)
Female: 7 (32%)
Pancreatic tumor localization: n (%) Head: 11 (50%)
Body: 9 (41%)
Tail: 2 (9%)
None: 13 (59%)
Metastatic cases: n (%) Liver alone: 8 (36.5%)
Liver and peritoneal: 1 (4.5%)
None: 12 (54.5%)
First-line treatments: n (%) Chemotherapya: 8 (36.5%)
Chemoradiotherapy: 1 (4.5%)
Other treatments: n (%) Surgeryb: 1 (4.5%)
Biliary stent: 5 (23%)
Surgical bypass: 4 (18%)
The gene-therapy protocol was stopped for two patients (both receiving 250 
μg of CYL-02): one patient received less than two-third gemcitabine infusions 
because of rapid progression of metastatic disease; the second patient had only 
one injection of CYL-02 because of septicemia caused by chronic biliary stent 
obstruction (these two patients had received FOLFIRINOX as a first treatment 
for metastatic pancreatic cancer). THERGAP, gene therapy for advanced pancre-
atic adenocarcinoma.
aFOLFIRINOX and GEMOX protocols given to, respectively, six and two patients; 
liver metastasis occurred in the six patients that received FOLFIRINOX. bLeft pan-
createctomy. Among the 22 patients included, 20 patients were evaluable.
2 www.moleculartherapy.org 
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Figure 1 Clinical trial flowchart and injection of the gene therapy product in patients. (a) Flowchart of the THERGAP trial for advanced pancreatic 
cancer. Patients received two intratumoral injections of CYL-02 using endoscopic ultrasound (EUS) followed by gemcitabine infusions. Complete clini-
cal examinations and biological assessments were performed during each visit and twice on the day of the CYL-02 injections (days 1 and 28, at 1 hour 
before and 6 hours after CYL-02 injections). Blood samples were obtained from patients during each visit (twice on the day of the CYL-02 injection: 
before and 6 hours after) and were processed for serum and plasma (EDTA-treated tubes) preparations. Urine was collected before and at 24 and 48 
hours after CYL-02 injection. The tumor marker CA 19-9 was quantified before (visit 0 and day 1) and at 2 months (day 60) following treatment. V: visit. 
For intratumoral gene transfer, lyophilized CYL-02 was reconstituted by adding 2.5 ml of sterile water 10 minutes before starting EUS. Gene therapy was 
performed under general anesthesia. (b) Pancreatic carcinoma of the body. The tumor is delineated with a white dashed line. The biopsy needle was 
then positioned at the center of the tumor. (c) Needle (with arrows) using EUS guidance within the tumor (dashed arrow indicates the hyperechoic 
needle tip) and, after removing the stylet, CYL-02 was slowly injected using backward and forward movements, including a fanning technique of the 
needle within the tumor under ultrasound control. (d) Pancreatic carcinoma of the body immediately following CYL-02 injection showing a white cloud 
within the tumor (delineated by the arrows). At the end of the procedure, 1.5 ml of 5% glucose (w/v) solution was injected within the tumor to empty 
the needle. CT, computed tomography; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; THERGAP, gene therapy for advanced pancreatic adenocarcinoma.
Visits V0 V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 V11 V12
Days 1 2 3 10 17 21 28
EUS-guided CYL-02 intratumor injection
Gemcitabine IV infusion (1,000 mg/m2)
Clinical and biological tests
CT-scan
29 30 37 44 60
a
b c d
Table 2 Adverse events related to combined treatment of CYL-02 and gemcitabine during the THERGAP gene therapy clinical trial
Dose (patients) 125 μg (n = 6) 250 μg (n = 4) 500 μg (n = 6) 1,000 μg (n = 4)
Grade 1–2/3–4 1–2/3–4 1–2/3–4 1–2/3–4
Neutropenia 2/0 1/0 2/0 1/0
Anemia 3/0 1/0 1/0 2/0
Thrombocytopenia 1/0 1/0 2/0 1/0
Fever 4/0 1/1 3/1 1/0
Anorexia/nausea 4/0 1/0 4/0 4/0
Abdominal pain 2/0 1/0 1/0 0/0
Acute pancreatitis 0/0 1/0 0/0 0/0
Pruritus 2/0 1/0 0/0 0/0
Foot and hand syndrome 0/0 0/0 1/0 0/0
Hyperlipasemia 1/0 0/0 0/0 1/0
Increased ASAT 0/0 0/0 4/0 2/0
Increased ALAT 1/0 0/0 4/0 2/0
Adverse events that may be related to the combination of CYL-02 and gemcitabine were mostly of grade 1–2, such as increase in serum alanine aminotransferase 
(ALAT) and aspartate aminotransferase (ASAT) levels. Two patients had significantly increased serum lipase levels (>3 N), but were free of abdominal symptoms. 
With the exception of a single event of transitory increase in blood pressure during CYL-02 injection, the gene therapy protocol was well tolerated by patients.  
Two patients experienced tumor pain immediately after gene transfer and were successfully treated by a morphine injection. Transitory fever (<12 hours) occurred 
at day 1 after the first injection of CYL-02 in six cases (regardless of the dose of CYL-02 administered). A case of acute pancreatitis occurred in one patient (Balthazar 
A-grade) and led to a 24-hour delay in gemcitabine infusion. Adverse grade 3–4 events were recorded in only two patients (fever in each case) after gemcitabine 
injection. THERGAP, gene therapy for advanced pancreatic adenocarcinoma.
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tumors receiving 250 or 500 μg of the gene therapy product (P 
< 0.05, Figure 2b). Therapeutic messenger RNA expression was 
detected in 75% (3/4, mean relative expression 1.017 ± 0.83), 
100% (4/4, mean relative expression 0.89 ± 0.87), 66.6% (5/6, 
mean relative expression 0.16 ± 0.12), and 100% (4/4, mean 
relative expression 52.2 ± 28.2) of patients’ tumor injected with 
125, 250, 500, and 1,000 μg of CYL-02, respectively. Figure 2c 
indicates DCK::UMK and SSTR2 messenger RNAs expression 
in tumors before and following gene therapy. Thus, we dem-
onstrate that the intratumoral injection of CYL-02 resulted in 
successful therapeutic DNA delivery to tumors and long-term 
anticancerous gene expression.
Radiological findings and clinical efficacy
SD by Response Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) 
was observed in 19 patients (95%, Table 3), 2 months following 
gene therapy and gemcitabine treatment. Patients with metastatic 
disease at the time of diagnosis did not benefit from intratumoral 
gene therapy as metastases progressed under treatment in five out 
of seven patients (71%, Table 3). On the other hand, 11 out of 12 
patients (91%) diagnosed with locally advanced disease remained 
free of metastases at the end of the protocol (Table 3). We next 
focused on the potential efficacy of CYL-02 in pancreatic cancer 
patients with locally advanced disease, as they may better benefit 
from the intratumoral injection of the gene therapy product. Of 
Figure 2 Biodistribution and expression of the gene therapy product. (a) CYL-02 was detected by qPCR at the time indicated in the blood of 
patients receiving 1,000 μg of the gene therapy product. *Indicates 6 hours postintratumoral injection of CYL-02. Data are means ± SD of four 
biological replicates per group with three experimental replicates and expressed as copies per ml of blood. Experimental threshold: 10 copies/ml of 
blood; experimental background in blood: 7.8 ± 0.2 × 104 copies per ml of blood. (b) CYL-02 DNA was detected by qPCR in the tumors of patients 
at 1 month following gene therapy. Data are means ± SD of four (patients receiving 250 and 1,000 μg of CYL-02) or six (patients receiving 500 μg 
of CYL-02) biological replicates per group with three experimental replicates and expressed as copy numbers of CYL-02 per ng of tumor DNA. For 
statistical comparison of two experimental groups, the bilateral Student’s t-test was used (*P < 0.05). Experimental threshold: 10 copies/ng of DNA; 
experimental background in tumors: 0 copies/ng of DNA. (c) DCK::UMK and SSTR2 genes expression were measured in tumors before and 1 month 
following gene therapy with 1,000 μg of CYL-02. Data are means ± SD of four (patients receiving 1,000 μg of CYL-02) biological replicates per group 
with three experimental replicates and expressed as arbitrary units (2−ΔCt with ΔCt = CT(DCK::UMK or SSTR2) − CT(18S)). For statistical comparison 
of two experimental groups, the nonparametric Wilcoxon test was used (***P < 0.005). qPCR, quantitative PCR.
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the 13 evaluable patients with locally advanced pancreatic cancer, 
10 patients had SD as best response. Minor response (defined as 
−10 to −30% by RECIST) was observed in two patients (Table 3). 
Figure 3a is representative of tumor stabilization in patient # 10. 
Decrease in carbohydrate antigen (CA) 19-9 (>50%) was observed 
in 6 of 12 evaluable patients (Figure 3b). Patient #22 was not eval-
uable (Lewis A blood group). For metastatic patients (n = 7), CA 
19-9 levels increased 1.83 ± 1.42-fold (data not shown). As previ-
ous treatments could have influenced the therapeutic outcome in 
this study, we selected locally advanced patients receiving CYL-
02 + gemcitabine as a first-line treatment (n = 9, Table 1). When 
analyzed according to the dose of CYL-02 received, no trend was 
observed in efficacy (median progression-free survival (PFS) and 
median OS). All patients were diagnosed with SD (n = 9), and 
were further treated with gemcitabine for 4 months after complet-
ing the gene therapy program. The PFS and OS rates reached 5.9 
(1.8–11.5) and 12.6 (1.8–27.8) months, respectively, in this sub-
group of PDAC patients (Table 3).
Biomarkers discovery
We performed high-throughput proteomic studies from the 
plasma of patients diagnosed with locally advanced PDAC, before 
treatment by gene therapy. Six patients were eligible for this study. 
Proteomic data successfully classified patients in two groups, high 
responders (patients #6, 9, 12, median PFS = 11.1 ± 2.04 months) 
and low responders, (patients #17, 19, 20, median PFS = 4.2 ± 1.52 
months) to gene therapy (Figure 4a). Interestingly, RECIST anal-
ysis 6-month postgene therapy revealed that patients #17, 19, and 
20 had progressive disease, while patients #6, 9, and 12 were still 
stable. We validated that statistical analysis of differences between 
groups was strictly related to biological parameters (data not 
shown). We identified a set of 14 proteins (Figure 4b) with a sig-
nificant Mascot score (Supplementary Table 1), that discriminate 
the two groups of patients and validated that α2-magroglobulin is 
elevated prior to treatment in patients that will better respond to 
gene therapy (Figure 4c). We also identified a set of 12 microR-
NAs (miRNAs) (miR-378, miR-145, miR-150, miR-185, miR-21, 
miR-484, miR-625, miR-378, miR-122, miR-185, miR-21, miR-
320, miR-335, miR-365, and miR-625), that are significantly ele-
vated in the plasma of high responders to treatment (Figure 4d).
DISCUSSION
Pancreatic cancer is a highly lethal human cancer in which inci-
dence and mortality are almost identical. Reasons for this are (i) a 
late diagnosis because pancreatic cancer provides no signs and/or 
symptoms until the disease has become advanced with metastases 
Table 3 Primary tumor and metastatic growth, prior treatment, RECIST criteria, overall survival, and progression-free survival of pancreatic 
cancer patients enrolled in the THERGAP clinical trial
Dose 
(μg) Patient (#) Metastases Prior treatment Primary tumor % Change Metastases RECIST OS PFS
125 1 Peritoneal, liver None Stable +13 Stable SD 385 216
2 None None Stable 0 None SD 586 232
3 Liver Chem. Stable +19 Progr. PD 275 60
4 Liver Chem. Progr. +32 Progr. PD 63 60
5 Liver Chem. Stable +12 Progr. PD 177 60
6 None None Stable 0 None SD 848 350
250 7 Liver None Stable 0 Stable SD 210 197
9 None None Stable 0 None SD 374 243
10 None None Stable −10 Progr. PD 343 178
12 None None Stable 0 None SD 795 339
500 13 None Chem. Stable 0 None SD 170 170
14 None Resection Stable 0 None SD 736 328
15 Liver None Stable 0 Progr. PD 90 49
16 Liver Chem. Stable +17 Progr. PD 222 60
17 None None Stable +17 None SD 221 109
18 None None Stable 0 None SD 56 56
1,000 19 None None Stable 0 None SD 368 157
20 None None Stable −7 None SD 412 149
21 None Chem. Stable 0 None SD 318 160
22 None Chem-radio. Stable 0 None SD 555 147
Tumor progression and RECIST criteria (version 1.1) were measured to compare CT performed before (V0) and at day 60 following gene therapy; the radiologists 
were not aware of the patients’ treatments (dose). At the end of the protocol, the symptoms, disease progression, Karnofsky and OMS statuses, and comorbidi-
ties were analyzed, and a multidisciplinary decision was made on the follow-up treatment according to the French National Guidelines for Digestive Cancers. All 
patients were followed-up monthly and CT evaluation was performed every 2 months. We recorded any new clinical events, CA 19-9 levels, and progression of the 
disease after CT, and the date and cause of death. Overall survival and progression-free survival rates were calculated from the date of the first injection of CYL-02 
until the date of death and the date of documentation of disease progression, or death of patients without disease progression. All patients died from cancer. Chem, 
 chemotherapy; Chem-radio, chemotherapy + radiotherapy; CT, computed tomography; OS, overall survival; PD, progresive disease; PFS, progression-free survival; 
SD, stable disease; THERGAP, gene therapy for advanced pancreatic adenocarcinoma.
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and (ii) the lack of curative treatment for advanced disease.17 
Pancreatic cancer has a sophisticated network of biological activi-
ties that maintains self-sufficiency in growth signals, is resistant 
to endogenous antiproliferative signals, evades apoptosis, has 
limitless replicative potential, and undergoes tissue invasion and 
metastasis.18,19 This heterogeneity stems for the unchallenged resis-
tance of pancreatic cancer to conventional therapeutic approaches 
(chemotherapy, radiotherapy…) and targeted biotherapies. The 
outlook for patients with advanced pancreatic cancer remains dis-
mal, as these patients are still not cured with conventional thera-
pies, and there remains an urgent need for new approaches, such 
as gene therapy.
We have devised over the past few years a highly innova-
tive approach based on anticancerous intratumoral gene trans-
fer, which does not rely on a specific genetic and/or cellular 
background to inhibit the growth of the pancreatic tumors. We 
designed and produced in this study a plasmid-based gene ther-
apy product, namely CYL-02. The data presented herein from 
the preclinical and the phase 1 studies of CYL-02 support the 
following conclusions. From preclinical studies, CYL-02 gene 
therapy combined with gemcitabine treatment strongly inhibits 
the growth and the metastatic spread of experimental pancreatic 
tumors. The study concept is based on an experimental preclinical 
model which shows that the combination of chemosensitizing 
(DCK and UMK), that demonstrate superior antitumoral activity 
than either protein alone (unpublished observation), and antitu-
moral (SSTR2) genes delivered by a nonviral vector (Jet-PEI) with 
gemcitabine results in the inhibition of cancer cell proliferation 
of greater magnitude than either agent alone and correlates with 
superior antitumor responses.
The phase 1 clinical study supports that gene therapy, admin-
istrated in tumors using EUS, and chemotherapy can be given 
safely to patients with advanced, treatment refractory pancreatic 
cancer. This is in marked contrast to many conventional options 
in which the toxicities can be cumulative, and impairment in 
quality of life has to be weighed against potential benefit. For 
example, the three-drug combination of fluorouracil (5-FU), 
oxaliplatin and irinotecan (FOLFIRINOX) showed improved 
survival compared with gemcitabine monotherapy in patients 
with good performance status, but safety is less favorable.20 
While EUS can eventually lead to several complications,21 inject-
ing CYL-02 in the pancreas did not induced morbidity, such as 
severe acute pancreatitis. In addition, the coadministration of 
CYL-02 with gemcitabine did not significantly potentiate the 
hematologic impact of gemcitabine alone. We conclude that 
CYL-02 nonviral gene therapy is safe and tolerable in subjects. 
We demonstrate a dose-dependent augmentation of systemic 
and tumoral CYL-02 DNA, with long-term expression of thera-
peutic messenger RNAs in tumors. The presence of increasing 
levels of CYL-02 DNA in the blood suggests systemic leakage 
of the product in the vasculature or release by necrotic tumor 
cells. With both biologic and targeted agents, dose selection 
can be complex as the usual drug development philosophy of 
using MTD may not be relevant. The maximum dose may not 
be the most biologically effective dose. While patients receiv-
ing the highest dose of CYL-02 had significantly more copies of 
therapeutic DNA, there does not appear to be a dose-dependent 
augmentation of therapeutic gene expression in tumors. This 
may be due to either a greater magnitude of target amplification 
by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
(q(RT)PCR) versus PCR, and/or accelerated RNA degradation 
in a very hostile tumor microenvironment. Unfortunately, while 
we demonstrated in experimental models that the gene therapy 
product could transfect almost one-fourth of the tumor cells, we 
could not perform immunochemistry to assess the efficacy of 
gene transfer during the clinical trial because of the paucity of 
the material collected following FNA. We conclude that the rec-
ommended phase two dose for CYL-02 on days 1 and 28 is 1,000 
μg when combined with gemcitabine 1000 mg/m2 on days 3, 10, 
17, 30, 37, and 44.
We are encouraged by the antitumor activity of CYL-02 
observed in pancreatic cancer patients, as 19 out of 20 subjects 
did not progress under treatment (95%), according to RECIST 
criteria. Interestingly, 12 out of 13 patients with locally advanced 
PDAC at the time of diagnosis remained free of metastasis fol-
lowing gene therapy (92%). The later finding must be pondered 
because a subset of patients with locally advanced disease never 
develops metastatic disease. In locally advanced patients, CA 19-9 
cancer marker levels decreased significantly following gene ther-
apy combined to gemcitabine treatment. However, there were no 
Figure 3 Radiological findings and clinical efficacy of gene therapy. 
(a) Representative CT-scan pictures before (V1 = baseline) and 2 months 
after treatment (V12). (b) CA 19.9 was measured in the blood of 13 
patients with locally advanced pancreatic cancer before and at the com-
pletion of the gene therapy protocol. Data are expressed as % change 
from baseline. Dotted line indicates 50% inhibition threshold. *Indicates 
prior treatment. CT, computed tomography.
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Figure 4 Biomarker discovery. (a) Score plots from results of PCA of peptide profiles from plasma patients high (n = 3) or low responders (n = 3) to 
treatment according to the first two principal components (Dim 1: 50.63%, Dim 2: 7.49%). Confidence ellipses at 95% around each sample from 
each group are also represented. Patient number is indicated. (b) Individual box plots for the circulating proteins predictive of efficacy identified 
in this study. Results are expressed as protein frequency in high-responder (HR) versus low-responder (LR) patients. (c) Quantification by ELISA of 
A2MG levels in patient plasma prior gene therapy. Data are expressed as protein level in ng/ml. The bilateral Student’s t-test was used (*P < 0.05). (d) 
Individual box plots for the circulating miRNAs predictive of efficacy identified in this study. Results are expressed as Ct in high-responder (HR) versus 
low-responder (LR) patients. A2MG, α2-macroglobulin; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; miRNA, microRNA; PCA, principal component 
analysis.
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significant differences in the efficacies of different dose groups. On 
the other hand, CYL-02 treatment failed to impact preestablished, 
distant metastatic growth. Efficacy was documented both in gem-
citabine-naive and gemcitabine-refractory patients, supporting 
the notion that CYL-02-targeted gene therapy could sensitize to 
and/or reverse acquired gemcitabine resistance.
As previous treatments could have influenced the therapeu-
tic outcome in this study, we restrained the survival rate analy-
sis to patients with locally advanced disease receiving CYL-02 + 
gemcitabine as a first-line treatment to evaluate CYL-02 thera-
peutic activity. The 12.6 months of OS, 5.9 months of PFS, and 
1-year survival of 66% are longer than that commonly observed 
with gemcitabine alone.2 To our knowledge, our study is the 
first assessment of polyethylenimine (PEI)-based, nonviral gene 
therapy administrated to pancreatic cancer patients with locally 
advanced pancreatic cancer. TNFerade (targeted adenoviral vec-
tor encoding for tumor necrosis factor-α) was tested in phase 
1/2 clinical trial during which clinical efficacy was demonstrated 
when combined with radiochemotherapy, while dose-limiting 
toxicities were identified.22 However, a recent randomized phase 3 
multi-institutional study demonstrated that TNFerade combined 
with standard-of-care was safe, but failed to prolong survival in 
patients with locally advanced pancreatic cancer, as compared to 
standard-of-care alone.23 In another study, naked plasmid DNA 
encoding for diphtheria-toxin gene was administered intratumor-
ally in subjects with unresectable, locally advanced, nonmeta-
static pancreatic cancer patients.24 This small study conducted in 
six patients showed evidences of safety and limited efficacy. On 
the other hand, very promising late-phase vaccine studies are cur-
rently ongoing for pancreatic cancer treatment. These studies are 
based on the use of tumor-associated antigen-specific cytotoxic T 
lymphocytes, and were proved to be very efficient in experimental 
models of pancreatic cancer.25,26 It is tempting to speculate that the 
antitumoral gene therapy approach described herein may comple-
ment cell-based therapies by revealing new tumor-associated anti-
gen to improve the therapeutic response.
During the THERGAP (gene therapy for advanced pancre-
atic adenocarcinoma) trial, PFS and OS rates varied widely when 
locally advanced patients were treated by CYL-02 and gemcitabine 
(1.8–11.5 and 1.8–27.8 months, respectively), while these patients 
received the exact same therapeutic regimen, a combination of 
gene therapy and chemotherapy for 2 months, followed by gem-
citabine alone for 4 months. In other words, patients progressed 
under treatment (i.e., PFS <6 months), while other patients did not 
(i.e., PFS >6 months). The identification of any biomarkers that 
helps refine our therapeutic decision making would be immensely 
helpful and represents a worthy goal. Gemcitabine requires trans-
porter proteins to cross cell membranes. Low expression of human 
equilibrative nucleoside transporter-1 (hENT1) may result in 
gemcitabine resistance in pancreatic cancer. Recent studies have 
revealed that high levels of hENT1 in pancreatic cancer predict lon-
ger survival times in patients treated with adjuvant gemcitabine.15 
In another study, CO-101, a lipid–drug conjugate of gemcitabine, 
was designed to enter cells independently of hENT1.27 However, 
CO-101 was found not superior to gemcitabine in patients with 
metastatic pancreatic cancer and low tumor hENT1.27 In addi-
tion, metastasis hENT1 expression does not predict gemcitabine 
outcome.27 In this study, hENT1 messenger RNA expression at the 
time of diagnosis did not predict response to treatment (data not 
shown). Thus, we performed preliminary blood-based proteomic 
and miRNA expression studies to identify a set of 14 proteins and 
12 miRNAs that predict for response to treatment to gene therapy 
of patients diagnosed with locally advanced pancreatic cancer. 
These candidates have been already described as noninvasive bio-
markers for cancer28 or involved in oncogenic pathways; we will 
further refine our approach by investigating whether combination 
of candidate biomarkers may help stratify patients in forthcoming 
phase 2 clinical trial.
In summary, CYL-02 plus gemcitabine regimen is well tolerated 
in patients with advanced pancreatic cancer. There are encouraging 
evidences of therapeutic gene delivery and expression, and potential 
clinical benefit with the identification of noninvasive biomarkers 
for patient selection. To draw broader conclusions, a randomized 
phase 2 study would be definitely needed. Given the favorable safety 
profile and the encouraging antitumor activity of the CYL-02 plus 
gemcitabine regimen, a clinical trial comparing gemcitabine plus 
CYL-02 to gemcitabine alone has initiated in 80 patients.
MATERIALS AND METHODS
Patient selection. We included patients aged >18 years, who had given 
their written informed consent, and had histologically or cytologically 
confirmed PDAC or a solid nonresectable pancreatic mass associated with 
one or multiple metastases that had been histologically proven as adeno-
carcinoma. Other criteria for inclusion were no contraindications for 
general anesthesia, a Karnofsky score of ≥70%, and a primary pancreatic 
tumor accessible by endoscopic ultrasound. The main exclusion criteria 
were known intolerance to gemcitabine, pregnancy, a nonmeasurable pri-
mary tumor, a tumor eligible for possible neoadjuvant treatment by radio-
chemotherapy, or a contraindication for EUS-guided FNA.
Treatment plan. CYL-02 is a complex of plasmid DNA and linear poly-
mers of polyethyleneimine (JetPEI 22 kDa from Polyplus Transfection, 
Illkirch, France), prepared in 5% w/v glucose with a PEI nitrogen to DNA 
phosphate (N/P) ratio of 8 to 10. The plasmid within the gene therapy 
product encodes for DCK::UMK complementary DNAs (separated by 
the self-cleaving FMDV 2A peptide), and the human SSTR2 complemen-
tary DNA. Both DCK::UMK and SSTR2 complementary DNAs are under 
the coordinated transcriptional control of glucose-responsive promot-
ers (GRP78 and GRP94, respectively) that are highly sensitive to stress 
conditions,29 which prevails inside pancreatic tumors.30 The prokaryotic 
promoter-driven neomycin gene is used for bacterial selection and bio-
distribution and pharmacokinetic studies. The gene therapy product is 
assembled and lyophilized by InvivoGen (Toulouse, France), following 
good medical product guidelines.
The THERGAP protocol was approved by the Ethical Committee 
(Comité de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outre Mer N°1, 
number 1-10-21) on August 2010 (promoter CHU of Toulouse), and by 
the AFSSAPS (N° TG.10.05.01) and the HCB (N° 4883) on November 2010 
(EUDRACT number: 2006-005317-35-A; Clinical Trial NCT01274455). 
After signed informed consent, the patients were enrolled (B.B., L.B., 
R.G.) for a 2-month period to receive two intratumoral injections of CYL-
02 followed by gemcitabine infusions (1,000 mg/m2) starting 48 hours 
after injection of the gene therapy product and following every week 
for 3 weeks. We extrapolated the active dose of CYL-02 characterized 
in hamsters to human equivalent dose (250 μg of complexed DNA per 
patient) using body surface area normalization method corrected by 
the animal clearance according to the European Medicines Agency 
recommendation M3-R2.
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Drug administration. Lyophilized CYL-02 was reconstituted in individual 
CYL-02 flasks by adding 2.5 ml of sterile water 10 minutes before starting 
EUS. This was performed (L.B., B.B.) under general anesthesia with propo-
fol, using an Olympus GFUCT-140 echoendoscope (Hamburg, Germany) 
connected to an Aloka Alpha5 ultrasound probe (Landsberg am Lech, 
Germany). Examination was started by visualization (with a 5–10 MHz 
ultrasound probe that included power Doppler analysis) and measurement 
of the primary tumor and possible lymph nodes or metastases (peritoneum, 
liver). The biopsy needle (22-G EUS-N1 needle; Wilson-Cook, Limerick, 
Ireland) was then positioned at the center of the tumor and, after remov-
ing the stylet, CYL-02 was slowly injected using backward and forward 
movements, including a fanning technique of the needle within the tumor 
under ultrasound control. At the end of the procedure, 1.5 ml of 5% glucose 
(w/v) solution was injected within the tumor to empty the needle. After 
removing the needle, an examination of the tumor and its surrounding was 
performed (including Doppler analysis), to assess the spread of the gene 
therapy product and the absence of local complications. Monitoring (assess-
ment of blood pressure, pulse, oxygen saturation, ventilation frequency 
each minute) was performed during and for 30 minutes after the CYL-02 
injection. EUS examinations were recorded on CD-ROMs for subsequent 
reviews. Gemcitabine was delivered intravenously at a dose of 1,000 mg/m2 
of body surface area for 30 minutes at 48 hours after the CYL-02 injections. 
Gemcitabine injections were repeated weekly for 3 weeks at the same dose.
Assessments, follow-up, and monitoring. The Center for Clinical 
Investigation of Biotherapies of Toulouse (CIC-BT 511) and the pro-
moter (CHU of Toulouse) monitored the clinical trial. Following consent, 
patients underwent a clinical and physical examination, Karnofsky score 
evaluation, a complete blood count, hemostasis, biochemical analyses 
(including hepatic enzymes, lipase, and creatinine), urine analysis, a preg-
nancy test, and disease assessment by computed tomography on visit 0 and 
EUS examination on day 1. Complete clinical examinations and biological 
assessments were performed during each visit and twice on the day of the 
CYL-02 injections (days 1 and 28, at 1 hour before and 6 hours after CYL-
02 injections). The tumor marker CA 19-9 was assessed before (day 1) and 
at 2 months (day 60) following treatment. Adverse events were graded 
according to the National Cancer Institute Common Terminology Criteria 
of Adverse Events (version 3). Patients were only considered evaluable for 
the phase-1 study if two injections of CYL-02 had been performed plus at 
least two of the three gemcitabine infusions. RECIST criteria (version 1.1) 
were used to measure disease response at 2 months. At the end of the proto-
col, the symptoms, disease progression, Karnofsky and OMS statuses, and 
comorbidities were analyzed, and a multidisciplinary decision was made 
on the follow-up treatment according to the French National Guidelines 
for Digestive Cancers. In case of SD, gemcitabine was maintained for 4 
weeks (i.e., weekly for 3 weeks followed by 1 week off), for 4 months. For 
progressive disease (either after the 2-month protocol or during the subse-
quent gemcitabine treatment), another protocol of chemotherapy or best 
supportive care was implemented. All patients were followed-up monthly 
and computed tomography evaluation was performed every 2 months. We 
recorded any new clinical events, CA 19-9 levels, and progression of the 
disease after computed tomography, and the date and cause of death.
Treatment following gene therapy + gemcitabine cycles. Following gene 
therapy + gemcitabine cycles, patients #4, 8, 11, and 15 received best sup-
portive care. Patient #3 received Xeloda then best supportive care. Patient 
#5 received Anti kin then best supportive care. Patient #16 received Folfox, 
then Xeloda, then best supportive care. As mentioned before, patients 
with locally advanced tumors and SD following gene therapy and chemo-
therapy cycles were further treated for 4 months with gemcitabine only 
(patients #2, 6, 9, 10, 12, 13, 14, 17, 19, 20, 21, and 22). As a third line (i.e., 
second line following gene therapy + chemotherapy), patients received 
Folfox (patients #12 and 13), radiochemotherapy (patients #14 and 20), 
or best supportive care (patients # 2, 6, 9, 17, 21, and 22). Patients #12 and 
20 received best supportive care as fourth line, while patients #14 and 19 
received Folfox or LV5-FU2, respectively, then best supportive care. All 
patients died from cancer.
Definition of MTD and dose escalation plan. The MTD was defined as 
the highest dose level of CYL-02 at which one or less of six patients expe-
rienced severe acute pancreatitis or died from the experimental treatment, 
or had major diffusion of CYL-02 into the blood and/or urine during cycle 
1. The trial used the standard 6 + 6 dose escalation design. The study drug 
dose was escalated to the next higher level if none of the six patients devel-
oped MTD criteria, as defined above. Dose escalation ranged from 125 to 
1,000 μg of complexed DNA (six patients received 125, 250, or 500 μg, and 
four patients received 1,000 μg). Dose escalations were under the supervi-
sion of an independent committee of experts. Nonevaluable patients were 
not replaced.
Pharmacokinetic sampling and analytic assay. Blood samples were 
obtained from patients during each visit (twice on the day of the CYL-
02 injection: before and 6 hours after). Venous blood samples were col-
lected, and processed for serum and plasma (ethylenediaminetetraacetic 
acid-treated tubes). Samples were stored at −80 °C. Urine was also col-
lected before and at 24 and 48 hours after CYL-02 injection. CYL-02 DNA 
levels were quantified by quantitative PCR. Briefly, total DNA was isolated 
from whole blood and urine using a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France). Nucleic acids were quantified using ND-1000 
NanoDrop spectrophotometry (NanoDrop Products, Wilmington, DE). 
Triplicate qRT-PCR assays were carried out on 50 ng of DNA extracted 
from urine or blood from patients in a SYBR Green PCR Master Mix 
(SsoFast; Biorad, Marnes-la-Coquette, France) with primers directed 
against the neomycin gene (NeoF: 5′-CTC CAG CTG AGA AAG TGT 
CAA-3′; NeoR: 5′-GCT GGG TCA AGG GTG TGG-3′), using a StepOne 
II (Life Technologies, Saint Aubin, France). CYL-02 levels were expressed 
as copy numbers/ml of blood.
Tumor analysis. FNA biopsies were obtained from tumors before (V0) 
and 1 month following gene therapy (V7) using a 22-G EUS-N1 needle 
(Wilson-Cook). FNA biopsies were performed before the second injec-
tion of CYL-02. The tissue/cellular materials were divided into two and 
placed within formalin or RNABle (Qiagen) before performing a histo-
logical examination and nucleic acid extraction, respectively. DNA and 
total RNA were extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded tis-
sues from baseline biopsies using RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation 
Kit (Life technologies, St. Aubin, France) following the manufacturers’ 
recommendations. AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen) 
was used to process FNA material dropped in RNALater from patients 1 
month after gene therapy. CYL-02 DNA was quantified as described above. 
For gene expression studies, aliquots of 50 ng of total RNA were used for 
reverse transcription using a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Thermo Scientific, Marnes-la-Coquette, France) before specific target 
amplification to increase target concentration. Triplicate qRT-PCR assays 
were carried out in a ViiA7 Real-Time PCR System (Life Technologies), 
in a SYBR Green PCR Master Mix (SsoFast; Biorad) using: pN1R5 (5′-
CAG CCA GCT TGA GCA GGT CAA AGT TGA G-3′) and pN1F5-7 
(5′-CAA CTT CGA TTA TCT TCA AGA GGT GCC TAT-3′) primers to 
quantify DCK::UMK gene expression, and D6573B04 (5′-TTT TGT GGT 
CTG CAT CAT TGG-3′) and D6573B05 (5′-AAA GGC AGA CCC AGC 
ATG AA-3′) primers to quantify SSTR2 expression, respectively. 18S RNA 
expression was used as calibrator, as previously described (18). Relative 
amounts were calculated by the comparative cycle threshold (Ct) method 
as 2−ΔCt, where ΔCt = Ct(DCK::UMK or SSTR2) − Ct(18S). Samples with 
Ct(18S)<28 were considered for analysis.
Biomarker discovery. Circulating miRNAs: Total RNAs were extracted 
from patients’ plasma using Trizol LS (Life technologies) following the 
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manufacturers’ recommendations. Plasmatic microRNAs were quantified 
in 200 ng of total RNA using QuantStudio 12K Flex OpenArray microRNA 
plates and Megaplex Primer Pools according to the manufacturer’s instruc-
tions. Each TaqMan OpenArray Human MicroRNA Panel, QuantStudio 
12K Flex contains 754 well-characterized human miRNA sequences from 
the Sanger miRBase v14.
Proteomic studies: ProteoMiner protein enrichment kit was used 
according to Bio-Rad’s instructions on 50 μl of plasma. Proteins were 
eluted from beads, reduced, alkylated before running on sodium dodecyl 
sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis. Proteins were stained by 
Coomassie Blue, each lane was cut and each gel piece was washed several 
times in acetonitrile 100%, ammonium bicarbonate 100 mmol/l, and 
dried in vacuo. Gel pieces were rehydrated with 20 ng/μl trypsin prepared 
in 100 mmol/l ammonium bicarbonate, and digested overnight at 37 °C. 
Peptides were then extracted and subjected to mass spectrometry analysis. 
The peptides mixtures were analyzed by nanoHPLC-chip-MS/MS with a 
system consisting of a nano-pump, a capillary-pump (G1376A and G2226; 
Agilent, Massy, France) with two four-channel micro-vacuum degasser 
(G1379B; Agilent), a microfluidic chip cube (G4240-64000; Agilent) 
interfaced to an Amazon ETD mass spectrometer (Bruker Daltonics, 
Billerica, MA). A microfluidic reversed-phase HPLC chip (Zorbax 
300SB-C18, 5-μm particle size, 75-μm internal diameter, and 150 mm 
length) was used for peptide separation. Peptides were eluted and scans 
MS were acquired on the 300–1500 m/z range in the enhanced resolution 
mode. For peptide fragmentation, the Amazon was operated in data-
dependent acquisition mode with the trap control software. Scans The 
Bruker data files (.d folder) generated with the Chip-MS technology were 
loaded to Progenesis LC-MS version 4.0 (Nonlinear Dynamics, Durham, 
NC). Peak picking was performed to detect features (i.e., ions detected 
on the mass spectrometer) using automatic parameters for sensitivity 
and retention time window. Statistical filters were set and only features 
matching all filters were kept. Filters used was P value <5% (Student’s t-
test). A csv file was then exported from Progenesis and loaded to R 2.13.2. 
Descriptive statistics and principal component analysis were performed 
using mixOmics R Package.22. As potential biomarkers, relevant features 
selected by Progenesis were exported in.mgf files and the corresponding 
proteins were identified using the MASCOT software (http://www.
matrixscience.com/) and SwissProt database (http://web.expasy.org/
docs/swiss-prot_guideline.html). Mascot files were then imported in 
Progenesis software to select the most relevant identified proteins.
Statistical analysis. All data are presented as mean ± SD. For statistical com-
parison of two experimental groups, the nonparametric Wilcoxon test was 
used (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005) using Graphpad Prism software 
(Graphpad Software, La Jolla, CA). A level of P < 0.05 was considered statisti-
cally significant. No statistical method was used to predetermine sample size. 
The experiments were randomized. During the gene therapy clinical trial, 
patients were not selected with respect to the dose administered. The inves-
tigators were not blinded to allocation during experiments except for tumor 
growth experiments in preclinical models, DNA and (micro)RNA quantifi-
cation, and histological examinations. No animals were excluded from the 
preclinical study. For proteomic studies, descriptive statistics are presented 
as principal component analysis that allows exploratory data analysis com-
bining samples and proteins. A Tukey test was used to analyze coefficient 
of variation in order to compare variability between groups and variability 
within groups. Statistical analyses were done with FactoMineR package for R 
software (http://cran.r-project.org/web/packages/FactoMineR/).
SUPPLEMENTARY MATERIAL
Table 1. Proteomic profiling of patients with locally advanced pan-
creatic cancer treated by gene therapy.
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Discussion 
Dans un premier temps, l'étude de la faisabilité et de la toxicité du produit de thérapie 
génique révèle que l'injection intra-tumorale du CYL-02 est faisable et bien tolérée par les 
patients. Les effets secondaires, principalement de grade 1et 2, sont identiques à ceux 
recensés pour un traitement seulement à base de gemcitabine (189). L'expression différentielle 
du produit de thérapie génique a ensuite été étudiée sur les tumeurs de patients grâce aux 
micro-biopsies effectuées au début du protocole et un mois après l'injection intra-tumorale du 
CYL-02. De manière intéressante, le taux intra-tumoral d'ADN médicament augmente 
proportionnellement avec la dose injectée. Le taux plasmatique de cet ADN augmente 
également ce qui suggère une fuite systémique du produit de thérapie génique ou un relargage 
par les cellules tumorales nécrotiques. Enfin, il est important de souligner que l’ARNm du 
gène de fusion DCK::UMK et celui de SSTR2 sont détectés dans la tumeur un mois après 
l’injection intra-tumorale,ce qui traduit une expression à long terme du gène thérapeutique. 
Néanmoins, il n’y a pas d’augmentation de l’expression du transgène dans la tumeur 
proportionnellement à la dose injectée, mais le taux intra-tumoral d’ADN codant pour CYL-
02 est statistiquement le plus élevé pour les patients recevant la dose de 1000µg. L’efficacité 
de transfert de gène n’a pas pu être évaluée dans cet essai car nous ne disposions pas de 
suffisamment de matériel à l’issue des micro-biopsies. De ce fait, nous n'avons pas pu évaluer 
le pourcentage de cellules transfectées sur des coupes de tissus , comme nous l’avons fait sur 
nos modèles précliniques de cancer du pancréas (efficacité de transfection évaluée à 15% dans 
ces modèles). Concernant l’activité anti-tumorale du CYL-02, nous n’observons pas de 
progression de la pathologie au cours de l’essai pour 95% des patients (selon les critères 
RECIST). De plus, pour 92% des patients sans métastases au début de l’essai, aucun 
envahissement n’a été détecté en fin de protocole. Par contre, le CYL-02 ne présente pas 
d’effet sur des métastases préexistantes. Cliniquement, l’activité anti-tumorale du CYL-02 
combinée au traitement par gemcitabine se traduit par une diminution du CA19-9 (marqueur 
sanguin du cancer du pancréas) chez les patients localement avancés, qui n’est pas 
proportionnelle à la dose injectée de CYL-02. La survie des patients a ensuite été évaluée 
mais seulement pour les patients recevant le CYL-02 combiné à la gemcitabine comme 
première ligne de traitement et localement avancés. La survie globale est de 12,6 mois, la 
survie sans progression est de 5,9 mois et la survie à un an est de 66%. Ceci suggérant une 
efficacité de la combinaison CYL-02 et gemcitabine car les données de la littérature pour la 
gemcitabine seule sont, une survie globale de 5,65 mois et une survie à un an de 18% (52).  
Par contre, cet essai révèle une variabilité au niveau de la survie sans progression (allant de 
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1,8 à 11,5 mois) et de la survie globale (allant de 1,8 à 27,8 mois) pour des patients ayant reçu 
la gemcitabine et le CYL-02 durant deux mois puis un traitement à base de gemcitabine de 4 
mois. En effet, certains patients progressent sous traitement alors que d’autres non. Ceci 
témoigne de la nécessité de trouver des biomarqueurs prédictifs de réponse. Pour cela, une 
analyse protéomique du plasma des patients avant transfert de gène a été effectuée. Cette 
analyse identifie un groupe de 14 protéines qui permettent de diviser les patients en « bons » 
répondeurs ou « mauvais » répondeurs. De plus, l’analyse de l’expression des microARNs 
met en évidence que l'expression de 12 microARNs dont celle de miR-21 permet également 
de diviser les patients dans ces deux groupes. Les biomarqueurs identifiés (protéines et 
microARNs) seront validés lors de l’essai de phase II visant à évaluer l’efficacité du produit 
de thérapie génique CYL-02. Il s’agit de la première évaluation clinique d’un protocole de 
thérapie génique utilisant un vecteur non viral de type PEI pour les formes avancées de ce 
cancer. En effet, le TNFeradeTM (vecteur adénoviral exprimant le TNFα, précédemment 
décrit) est quant à lui un vecteur adénoviral dont la tolérance et la faisabilité ont été prouvées 
en phase I/II mais qui, en phase III n’a pas permis un prolongement de la survie des patients 
(158). Un autre protocole de thérapie génique consistant à l’injection intra-tumorale d’un 
ADN nu qui code pour la toxine dyphtérique sur 6 patients atteints d’un cancer du pancréas 
non résécable, localement avancé et non métastatique, a lui aussi été bien toléré mais présente 
une efficacité limitée (203). Par contre, de nombreux essais cliniques prometteurs utilisant le 
virus de la vaccine (précédemment décrits dans le chapitre 2 de l’introduction) sont 
actuellement évalués dans des essais cliniques de phase III. 
Conclusion de ce travail : 
- La tolérance mais également la faisabilité de la thérapie génique utilisant des vecteurs 
non viraux pour la prise en charge des patients atteints d’un cancer du pancréas a été 
démontrée pour la première fois. 
- La biodistribution du CYL-02 a été caractérisée. 
- Nous avons identifié une population de patients qui a particulièrement bénéficié du 
traitement mais aussi, et surtout, nous avons identifié des biomarqueurs prédictifs 
d’efficacité. 
- Enfin, des preuves d’efficacité ont été observées.  
Aux vues de ces résultats prometteurs, un essai de phase II incluant 80 patients (dont 40 
traités par gemcitabine et 40 traités par gemcitabine et recevant une injection de CYL-
02 à une dose de 1000µg) sera effectué début 2017. 
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Schéma 1 : Molécules impliquées dans des mécanismes de résistance à la 
gemcitabine dans les cellules cancéreuses pancréatiques 
 
Article N°2- Chimiosensibilisation des cellules 
cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine: Ciblage de la 
cytidine désaminase 
 
Introduction 
L’essai TherGap a permis de mettre en évidence la tolérance et la faisabilité de la 
thérapie génique non virale pour les patients atteints d’un cancer du pancréas localement 
avancé, avec des preuves d’efficacité du CYL-02 en combinaison avec la gemcitabine. 
Néanmoins les résultats issus de nos modèles précliniques et de l’essai TherGap mettent en 
évidence un plateau thérapeutique au-delà duquel les cellules résistent au traitement. 
Ceci suggère que des mécanismes additionnels de chimiorésistance restent à identifier et à 
cibler afin de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Comme représenté en rouge sur 
le schéma 1, parmi ces mécanismes, une diminution de l’expression de la DCK 
(précédemment décrite dans le chapitre sur la gemcitabine) ou du transporteur hENT1, une 
sur-expression de l’enzyme CDA ou de l’enzyme RRM2 sont observées dans les cellules 
cancéreuses pancréatiques. Ces trois modifications de l’expression d’acteurs clés du 
métabolisme de la gemcitabine sont présentes de façon indépendante ou combinée dans ces 
cellules. Enfin, de façon plus indirecte, les microARNs et notamment miR-21 sont impliqués 
dans ces processus de chimiorésistance en modifiant la réponse cellulaire au stress induit par 
la gemcitabine (204).  
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• Transporteur hENT1 
Le transporteur « équilibrateur » 1 ou hENT1 (human equilibrative nucleoside 
transporter 1) assure un transport passif de la gemcitabine à travers la membrane plasmique. 
De ce fait, les patients exprimant de faibles taux de ce transporteur sont résistants à la 
gemcitabine (205). Il est important de noter que hENT1 est exprimé de façon variable entre 
des tissus sains pancréatiques mais également entre des adénocarcinomes pancréatiques. 
Cependant peu de choses sont connues concernant la régulation de l’expression de l’ARNm 
ou du taux protéique d’hENT1, excepté l’hypoxie ou encore le statut de différenciation des 
cellules (206). Il est décrit depuis de nombreuses années que l’expression du transporteur 
hENT1 apporte une valeur pronostic pour les patients atteints d’un cancer du pancréas. 
Néanmoins, de récents travaux montrent que l’utilisation d’une gemcitabine modifiée ne 
nécessitant pas d’import via hENT1 n’améliore pas la survie globale des patients. De plus, la 
valeur prédictive de l'expression de hENT1 est discutée du fait de la variabilité des résultats 
selon le type d’anticorps utilisé (clone SP120 de lapin ou clone 10D7G2 de souris) (63). 
• RRM2 
 Les ribonucléotides réductases sont des enzymes de type oxydoréductase composées 
de deux sous-unités : la ribonucléotide reductase M1 (RRM1) et la ribonucléotide réductase 
M2 (RRM2). Ces enzymes catalysent la conversion des ribonucléotides 5’-diphosphates en 
désoxyribonucléotides 5’-diphosphates, étape clé pour la formation de désoxyribonucléotides 
5’-triphosphates (dNTPs). Cette conversion est régulée par la sous-unité RRM2. Elles 
contrôlent ainsi la production de novo de désoxyribonucléotides nécessaires à la synthèse et à 
la réparation de l’ADN (58).  Il est décrit depuis les années 2000 que l’expression des 
ribonucléotides réductases est déterminante pour la sensibilité des cellules tumorales à la 
gemcitabine. Plus précisément, la sur-expression de la sous-unité RRM2 a été montrée 
comme impliquée dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses à différentes molécules 
anticancéreuses dont la gemcitabine notamment via une augmentation conséquente de la 
quantité de dNTPs qui entre alors en compétition avec la gemcitabine pour son incorporation 
dans l’ADN (207).  La sur-expression de RRM2 mais également celle de RRM1 sont décrites 
comme des mécanismes acquis de chimiorésistance des cellules cancéreuses (208). En effet, il 
s'agit d'une adaptation de la cellule cancéreuse pour accroître la synthèse des 
désoxyribonucléotides et leur incorporation dans l'ADN afin de limiter l'action de la 
gemcitabine.  
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•  microARNs 
 Différents microARNs tels que Let-7, miR-141, miR-448-b, miR-181-b, miR-21 et 
miR-29 sont impliqués dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques 
(Annexe 1). Parmi ces microARNs, Giovanetti et ses collaborateurs ont mis en évidence que 
des taux élevés de miR-21 réduisent la chimiosensibilité des cellules cancéreuses 
pancréatiques à la gemcitabine (en inhibant l'effet antiprolifératif et pro-apoptotique de la 
gemcitabine grâce au ciblage de PTEN et donc à une activation importante de la voie 
PI3K/AKT/mTOR) et, inversement, que de faibles taux de ce dernier augmentent l’effet de la 
chimiothérapie (209). De faibles taux de miR-21 favorisent donc la réponse aux traitements à 
base de gemcitabine mais également à base de docetaxel, de temozolomide et de 5-FU. miR-
21 est systématiquement retrouvé surexprimé toutes pathologies confondues. Il est impliqué 
dans des processus de tumorigenèse, de progression tumorale et de métastases en ciblant 
l'ARNm de protéines telles que PTEN (gène suppresseur de tumeur impliqué dans la 
régulation de la voie PI3K,AKT), PDCD4 (impliqué dans les processus d'apoptose) ou RECK 
(gène suppresseur de métastase en inhibant MMP9), ce qui lui confère le rôle d’oncomiR. 
Enfin, il est le seul microARN associé à un mauvais pronostic, tous cancers confondus 
(210). L’expression de miR-21 est régulée au niveau transcriptionnel, positivement par la 
protéine activatrice 1 (AP-1) (211), le facteur de transcription NFkB (212) et l’oncogène RAS 
(44), et négativement par la protéine BMP-6 (de la famille du TGF-B) (213) et Foxo3a (214). 
Les principales cibles de miR-21, expliquant son rôle dans la chimiorésistance des cellules 
cancéreuses sont : PDCD4 et PTEN pour la résistance aux drogues dans le cancer du sein, 
LRRFIP1 pour le glioblastome, PDCD4 et MARCKS pour le cancer de la prostate, PTEN 
pour le cholangiocarcinome, PDCD4 pour les leucémies aigües myéloides et, enfin, FasL pour 
les cancers du poumon non à petites cellules et les neuroblastomes. Concernant le cancer du 
pancréas, Nagao et ses collaborateurs ont mis en évidence que miR-21 induit une diminution 
de l'expression de PDCD4 et TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinase-3). Notre équipe 
montre également que l’expression de RhoB augmente consécutivement à l’invalidation de 
miR-21 in vivo (Annexe 1). De plus, nous mesurons que miR-21 est surexprimé précocement 
dans les lésions pré-néoplasiques pancréatiques (44) et qu’il est impliqué dans la 
chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine (notamment grâce 
au ciblage de l'ARNm de RhoB dans le microenvironnement) (215). Enfin, le ciblage de miR-
21 in vivo dans nos modèles de xénogreffes orthotopiques pancréatiques en combinaison avec 
un traitement à base de gemcitabine induit une régression tumorale (Annexe 3). 
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Schéma 2: Voie de recyclage et de biosynthèse des pyrimidines, importance de la 
cytidine désaminase (216)                                                                                                        
• CDA  
Le gène de la CDA est positionné sur le chromosome 1, comporte 4 exons répartis sur 
30kb et code pour une protéine de 16,6kDa. Cette enzyme est ubiquitaire et forme un 
homotétramère qui catalyse une désamination irréversible des cytidines en uridines et des 
déoxycytidines en déoxyuridines. Comme présenté sur le schéma 2, cette enzyme est donc 
impliquée dans la voie de recyclage des pyrimidines où elle convertit la cytidine en uridine 
pour former en premier lieu de l’UMP (216). 
 
 
 
 
 
 
 La CDA peut faire figure d’acteur clé dans la chimiorésistance des cellules 
cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine. En effet, comme montré figure 1, cette 
dernière convertit 90% de la gemcitabine (dFdC) en un métabolite inerte appelé 2’-
déoxyfluorouridine (dFdU) (58). La CDA détoxifie donc la cellule en gemcitabine 
métabolisable (217). Cette enzyme est également impliquée dans la désamination et donc 
l’inactivation de la cytarabine et de la 5-azacytidine, deux autres analogues de la 
déoxycytidine.  
 
Les objectifs de ce travail étaient de: 
-Analyser l’expression des acteurs majeurs de la réponse à la chimiothérapie dans une 
collection de tumeurs de patients. 
-Réaliser des études fonctionnelles par invalidation des candidats ainsi identifiés dans 
des modèles expérimentaux de cancer in vitro puis in vivo. 
-Identifier les mécanismes moléculaires mis en jeu. 
-Proposer de nouvelles combinaisons géniques pour améliorer l’activité thérapeutique 
de notre approche.  
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Résultats  
 
1- L’expression de la CDA est augmentée dans les tumeurs de patients et est inversement 
corrélée avec leur survie. 
 
Nous avons dans un premier temps procédé à une étude à haut débit des principaux 
acteurs moléculaires impliqués dans la résistance à la chimiothérapie par gemcitabine dans 
une collection d’échantillons de patients atteints de cancer du pancréas non opérables et dont 
la réponse à la chimiothérapie était connue. Nous avons ainsi établi deux groupes : les patients 
ayant peu répondu au traitement (survie globale 1-6 mois, n=33), et ceux ayant présentés une 
meilleure réponse (survie globale 7-24 mois, n=24). L’analyse a été réalisée à partir du 
matériel de cytoponction prélevé dans la tumeur sous endoscopie au moment du diagnostic. 
Pour cette analyse, nous avons étudié l’expression de 64 gènes, sélectionnés dans la littérature 
en raison d'une variation de leur expression dans le cancer du pancréas et/ou de leur rôle déjà 
établi dans des mécanismes directs et indirects de réponse à la chimiothérapie (Figure 1 A). 
Cette analyse a été réalisée par RT-PCR en temps réel par microfluidique (Biomark). Ces 
résultats indiquent que parmi les gènes impliqués directement dans la résistance à la 
chimiothérapie, seule la CDA est retrouvée surexprimée (p<0.02) chez les patients dont la 
survie sous traitement est inférieure à 6 mois (Figure 1 B). Nous avons ensuite poursuivi 
l’étude de l’expression de cette enzyme dans des tissus réséqués. Pour cela nous avons 
analysé l’expression de la CDA par Q-RT-PCR dans les tumeurs de patients par rapport au 
tissu sain adjacent (n=14, tumeurs réséquées). Cette analyse révèle une sur-expression de la 
CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques par rapport au tissu sain. Nous observons 
dans ce cas une sur-expression systématique dans le tissu cancéreux, en moyenne de 40 fois 
du gène codant pour la CDA (Figure 1 C). L’ensemble de ces résultats démontre que (1) la 
CDA est exprimée dans les tumeurs des patients dont la survie après traitement est la plus 
courte, et que (2) la CDA est surexprimée dans les tissus cancéreux par rapport au tissus sain. 
De ce fait, la CDA se présente comme une molécule de résistance au traitement par 
chimiothérapie et compte tenu de son expression très prononcée dans le cancer, elle 
représente une cible thérapeutique de choix. 
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Figure 1: Expression de la CDA et corrélation avec la survie des patients
Liste et valeur statistique des gènes impliqués directement ou indirectement dans la résistance au traitement
par gemcitabine. L’expression différentielle est calculée comme suit : (dCt survie 1-6 mois)-(dCt survie 7-24
mois) des gènes d’intérêts corrigés par le Ct du gène de référence 18S. La valeur statistique (Test non
paramétrique de Wilcoxon) est indiquée. Les résultats sont considérés significatifs pour p<0.05. En rouge,
gènes dont l’expression est augmentée chez les patients dont la survie sous traitement est inférieure à 6 mois,
en vert quand elle est diminuée (A et B). Analyse par Q-RT-PCR de l’expression de la CDA dans les tumeurs
de patients réséqués par rapport au tissu sain (n=14) (C).
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2- L'invalidation de la CDA induit une inhibition de la prolifération, l’apoptose et la 
chimiosensibilisation des cellules cancéreuses pancréatiques au traitement à la 
gemcitabine 
 
 Afin d’étudier la conséquence de l’invalidation de la CDA dans les cellules 
cancéreuses pancréatiques, nous avons transduit la lignée cancéreuse pancréatique humaine 
MiaPaca-2 par des vecteurs lentiviraux codant pour différents shARNs dirigés contre la CDA. 
Trois shARNs ciblant différentes partie de la séquence codante de l’ARNm de la CDA ont été 
utilisés (Figure 2 A). L’invalidation de l’enzyme a ensuite été vérifiée par q-RT-PCR et 
Western blot. Lors de l'analyse de l'expression de l’ARNm, nous mettons en évidence une 
différence d’efficacité d’invalidation de l’ARNm de la CDA avec les 3 shARNs. En effet, les 
shARNs CDA 1, 2, 3 induisent respectivement une inhibition de 83%, 91% et 75% de 
l’expression de l’ARNm de la CDA (Figure 2 B). Concernant l’expression protéique, nous 
observons une invalidation de 91%, 84%, 69% respectivement pour les shARNs 1, 2 et 3 
(Figure 2 C). Ceci permet de conclure que les shARNs 1 et 2 permettent d'invalider 
efficacement la CDA contrairement au shARN 3 dont l'efficacité est moindre. Par la suite, 
nous avons analysé la prolifération des cellules invalidées pour la CDA avec les différents 
shARNs par numération cellulaire quotidienne durant 4 jours. Nous mesurons que 
l’invalidation de la CDA par le shARN 3 n’engendre pas de modification de la prolifération 
cellulaire de la lignée MiaPaca-2 (résultats non montrés) par contre, l’invalidation de 
l’enzyme par les shARNs CDA 1 et 2 induisent respectivement une inhibition de la 
prolifération de 46% (résultats non montrés) et 51% (Figure 2 D). Pour la suite de nos 
travaux, nous avons choisi d’utiliser le shARN CDA2 qui présente la meilleure efficacité. 
Nous avons alors analysé si le ciblage de la CDA modulait la chimiosensibilité des cellules 
cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine. Pour cela, 48h après transduction, les cellules ont 
été traitées par la gemcitabine (5.10-7M) durant 72h. Nous mettons en évidence que 
combinaison de l'invalidation de la CDA avec le traitement à base de gemcitabine inhibe la 
prolifération cellulaire de 74% (déterminée par comptage cellulaire). Cette inhibition est 
statistiquement plus importante que celle observée après simple invalidation de l'enzyme 
(Figure 2 D). Ceci signifie que l'invalidation de la CDA potentialise l'inhibition de la 
prolifération induite par le traitement chimiothérapeutique à base de gemcitabine. Enfin, nous 
avons recherché si l’invalidation de la CDA induisait une diminution de la prolifération en 
combinaison ou non d'une induction de mort cellulaire par apoptose. Pour répondre à cette 
question, nous avons analysé l’expression de protéines clés du processus d’apoptose que sont 
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PARP et caspase 3. Après invalidation de la CDA, nous observons un clivage de PARP et de 
la caspase 3, ce qui signifie que suite à la perte de l'expression de la CDA, les cellules 
cancéreuses pancréatiques entrent en apoptose. Ce résultat suggère donc indirectement un rôle 
anti-apoptotique de la CDA (Figure 2 E). Ces résultats ont été confirmés par FACS après un 
marquage PE-Annexine V et 7-AAD de la lignée cancéreuse pancréatique MiaPaca-2, 5 jours 
après transduction. En effet, nous mesurons une augmentation du pourcentage de cellules 
apoptotiques suite à l’invalidation de la CDA (il y a 20 fois plus de cellules apoptotiques dans 
les cellules invalidées pour la CDA) (Figure 2 F). 
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Figure 2: Ciblage de la cytidine désaminase, effet sur la prolifération, la chimiosensibilité et
l’apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques Représentation graphique de l’ARNm de la CDA et des
zones de ciblage des 3 shARNs CDA utilisés dans cette étude (A). La lignée MiaPaca-2 est ensemencée en plaque 6
puits à raison de 5 x 10e4 cellules/puits. Après 24H, les cellules sont transduites avec un lentivecteur codant pour un
shCDA (3 shARNs différents, 500ng p24/ml) ou un sh témoin en présence de protamine sulfate (4µg/ml). Dans le
cas d'un traitement par la gemcitabine (5.10-7M), les cellules sont traitées 72h après transduction. Cent-vingt heures
(5 jours) après transduction, l'expression de l'ARNm de la CDA est mesurée par q-RT-PCR (B) et l'expression de la
protéine par Western blot (C). Une numération cellulaire est réalisée (D) et l'expression de PARP (forme totale et
clivée) et de la caspase 3 clivée sont mesurées par Western blot(E). Parallèlement, l’apoptose et la nécrose cellulaire
sont mesurées à partir de 10e4 cellules après marquage 7-AAD et/ou PE-Annexine V selon les instructions du
fabriquant (PE Annexine V Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen) et analyse par cytométrie en flux (BD
FACSVerse™ Flow Cytometer) (F).
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3- Le ciblage de la cytidine désaminase in vivo induit un ralentissement de la progression  
tumorale et chimiosensibilise les cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine 
 
 Nous avons par la suite étudié les conséquences de l’invalidation de la CDA in vivo, 
sur le développement tumoral. Pour cela, nous avons utilisé la lignée MiaPaca-2 Gluc 
exprimant la luciférase gaussia (Gluc) afin d’effectuer un suivi non invasif de la progression 
tumorale à l’IVIS spectrum (218). La lignée MiaPaca-2 Gluc a été transduite par un vecteur 
lentiviral codant pour un shARN CDA 2 ou témoin. Quarante-huit heures après transduction 
les lignées MiaPaca-2 Gluc invalidées ou non pour la CDA ont été injectées, après 
vérification de la viabilité cellulaire (résultats non montrés), dans le pancréas de souris SCID 
(xenogreffe orthotopique pancréatique) à raison de 2 millions de cellules par pancréas. Nous 
avons alors constitué 4 lots de 5 souris (invalidation ou non de la CDA combinée ou non avec 
un traitement à base de gemcitabine). L’analyse hebdomadaire de la bioluminescence montre 
que l’invalidation de la CDA in vivo induit un ralentissement de la progression tumorale 
(Figure 3 A et B). Par la suite, deux lots d’animaux ont reçu trois injections intra-péritonéales 
de gemcitabine (100 mg/kg) ou de NaCl espacées de trois jours afin d’étudier la conséquence 
in vivo du ciblage de la CDA sur la chimiosensibilité des cellules cancéreuses pancréatiques. 
Nous mesurons que la combinaison du ciblage de la CDA avec un traitement à base de 
gemcitabine engendre une stabilisation de la progression tumorale (effet chimiostatique) du 
fait d'une chimiosensibilisation des cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine 
(Figure 3 C et D). Par contre, cet effet chimiostatique est perdu dès lors que le traitement à 
base de gemcitabine est arrêté. Vingt-cinq jours après l’arrêt de ce traitement, un deuxième 
cycle de 3 jours de chimiothérapie a été effectué. Nous mesurons alors pour les animaux 
témoins non invalidés une progression tumorale accrue ce qui témoigne de l'absence d'effet de 
la chimiothérapie, tout comme au premier cycle de chimiothérapie (Figure 3 E). Concernant 
les animaux présentant des tumeurs invalidées pour la CDA, nous mesurons pour la souris 1 
que la progression n'est pas impactée par le 2ème cycle de chimiothérapie. Par contre pour les 
souris 2 et 3 de ce groupe, nous mesurons une forte diminution de la progression tumorale 
suite au 2ème cycle de chimiothérapie (Figure 3 F). Ces résultats suggèrent une invalidation à 
long terme de la CDA dans les tumeurs pancréatiques induisant ainsi une 
chimiosensibilisation des cellules cancéreuses pancréatiques in vivo. 
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Figure 3: Ciblage de la CDA in vivo
La lignée cancéreuse pancréatique humaine MiaPaca-2 Gluc F1 est transduite 24h après ensemencement par un
lentivecteur codant pour le shARN CDA n°2 ou un shARN témoin (0.00125ng p24/cellule). Les lignées
invalidées ou non pour la CDA sont injectées 48h après transduction dans le pancréas de souris SCID à raison
de 2.106 cellules/pancréas (n=5 par lot). La progression tumorale est analysée tout au long de l’expérience, une
fois par semaine via un dosage de la bioluminescence à l‘aide de l’IVIS SPECTRUM (Perkin Elmer) après
injection intra péritonéale de 100µl de coelenterazine h (soit 15µg/souris) (A). Mesure de la bioluminescence
associée à la croissance tumorale aux temps indiqués (B). Dix-huit jours après induction des tumeurs, un cycle
de trois traitements à base de gemcitabine (100mg/kg) est effectué à quatre jours d’intervalle (n=5 par lots)
Dosage puis quantification de la bioluminescence à l’issue du premier cycle de gemcitabine (C-D) .
Représentation graphique de la croissance tumorale au cours du temps de 3 souris sh ctrl et 3 souris sh CDA à
l’issus des deux cycles de chimiothérapie (représentés par les flèches rouges) avec à gauche la croissance
tumorale des souris sh ctrl (E) et à droite celle des souris sh CDA (F).
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4- Le ciblage de la CDA induit une altération du protéome des cellules cancéreuses 
pancréatiques 
 
Afin de caracactériser les mécanismes moléculaires mis en jeu dans l’inhibition de la 
prolifération des cellules cancéreuses pancréatiques consécutivement au ciblage de la CDA, 
nous avons effectué une analyse différentielle non biaisée du protéome de cellules MiaPaca-2 
invalidées ou non pour la CDA par électophorèse bi-dimentionnelle quantitative ou 2D-DIGE. 
A l’issu de la migration puis de la superposition des différents gels (Figure 4 A), 60 spots 
(entourés de rouge sur le scan de gel, Figure 4 B) présentent une variation significative 
d’abondance entre les différents gels (Les critères de sélection appliqués sont: mascot score 
proche de 100 avec un nombre de peptides identifiés supérieur à 2). Ces spots ont donc été 
excisés puis analysés en spectrométrie de masse. Une majorité de ces spots correspond à des 
kératines du fait de la manipulation de l'échantillon. Néanmoins, les résultats révèlent que 
suite à l'invalidation de la CDA, l'expression de la vimentine est augmentée de deux fois alors 
que celles de l’erline 2 et de la sous-unité 1 du complexe activateur du protéasome (PSME1) 
sont diminuées respectivement de 1,59 et 2,44 fois. De manière intéressante, nous mesurons 
également une perturbation de l’expression de 7 protéines de la mitochondrie et 1 protéine de 
la glycolyse (Figure 4 C) après invalidation de la CDA. Parmi les protéines mitochondriales 
dont l’expression est diminuée (en rouge dans la première partie du tableau, Figure 4 C)  
nous retrouvons, la pyruvate déshydrogénase (-1.56), la protéine X du complexe pyruvate 
déshydrogénase (-1.94), l’énoylCoA hydratase (1.79), l’acylCoA déshydrogénase (-2.37), le 
complexe cytochrome Bc1 (-2.02), la prohibitine (-1.54), la succinate déshydrogénase (-1.69) 
(Figure 4 C). L’alpha-énolase, enzyme de la glycolyse, est quant à elle surexprimée (+1.51) 
(en vert dans la deuxième partie du tableau, Figure 4 C).  
Ces résultats de 2D-DIGE ont ensuite été confirmés par Western blot en analysant 
l'expression de 3 protéines (Figure 4 D). En effet, l’expression de la pyruvate déshydrogénase 
(PDH), de l’énoylCoA hydratase (EHHADH) sont diminuées (respectivement -0.83, -0.69) 
alors que l'expression de l'alpha énolase (ENO1) est augmentée (+1.8).  
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Figure 4: Analyse différentielle du protéome de cellules cancéreuses pancréatiques invalidées ou non
pour la CDA par électrophorèse bi dimensionnelle quantitative (2D-DIGE)
Les protéines isolées à partir de lignées MiaPaca-2 invalidées ou non pour la CDA sont solubilisées dans du tampon
UTC (urée-thiourée-chaps), puis précipitées (2D clean up, GE Healthcare). 50 µg de protéines sont marquées avec
400pmol des différentes cyanines ( Cy3, Cy5, standard- Cy2). Une isoélectrofocalisation sur gradient de pH
immobilisé (pH 4-7) est réalisée pour séparer les protéines selon leur point isoélectrique (IPGPhor2, GE Healthcare).
Les bandelettes sont ensuite chargées sur gel de polyacrylamide 10% dans lequel les protéines sont séparées selon
leur poids moléculaire. Les gels sont ensuite scannés aux différentes longueurs d’onde grâce au Typhon 9400 (GE
Healthcare). Pour chaque gel, la variation d’expression des protéines est mesurée grâce au programme DeCyder 6.5
(GE Healthcare) (A). 60 spots présentent une variation d’abondance protéique >1.5 (P <0.05) (B). Ces spots sont
piqués puis identifiés en spectrométrie de masse (CHIP-MS) à l’aide d’une chromatographie ionique (nano-LC
Agilent du système chip-cube Agilent (chip C18 de 43mm)) couplée à un spectromètre de masse de type ESI-
IonTrap-MS (Bruker Amazon ETD). Les spectres MS/MS obtenus sont ensuite soumis à une analyse bioinformatique
à l'aide du logiciel MASCOT. Les protéines d’intérêt dont l’expression est diminuée sont en rouge et celles dont
l’expression est augmentée, en vert (C). Western blot sur 50 µg de protéines de lignées MiaPaca-2 invalidées ou non
pour la CDA avec des anticorps dirigés contre PDH, EHHADH et ENO1 et représentation graphique de l’intensité du
signal de la protéine étudiée normalisé par rapport à l’intensité du signal obtenu pour l’actine (D) .
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5- Le ciblage de la CDA perturbe la production d'ATP et engendre un stress oxydant 
dans les cellules cancéreuses pancréatiques 
 
Nos résultats de protéomique indiquent une signature mitochondriale suite à 
l’invalidation de la CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques. La mitochondrie est 
considérée comme la « centrale énergétique » de la cellule eucaryote car elle convertit 
l'énergie des molécules organiques issues de la digestion telles que le glucose en ATP et donc 
en énergie directement utilisable par la cellule. Etant donné que l’invalidation de la CDA 
perturbe l’expression d’enzymes clés de la mitochondrie, nous avons dans un premier temps 
analysé la production d’ATP dans les lignées MiaPaca-2 invalidées ou non pour la CDA. 
Nous avons plus précisément analysé la production d'ATP glycolytique (issus de la glycolyse) 
et de l'ATP mitochondrial (produit par l'ATP synthase). Pour cela, les cellules ont été traitées 
par de l’iodoacétate de sodium (qui bloque le métabolisme des sucres par la glycolyse ce qui 
inhibe la production d’ATP glycolytique) et de l’oligomycine A (inhibiteur du complexe V de 
la chaîne respiratoire et donc de l’ATP produit par l’ATP synthase) seul ou en combinaison. 
Après 1h d’incubation à 37°C la production d’ATP est analysée grâce au kit « Cell Titer 
Glo » conformément aux instructions du fabricant (Promega). Nous mesurons que 
l'invalidation de la CDA induit non seulement une diminution de 50% de l'ATP total (Figure 
5 A1) mais surtout une augmentation de l’ATP glycolytique (Figure 5 A2) et ainsi une 
diminution de l’ATP mitochondrial (Figure 5 A3) donnant un rapport ATP glycolytique/ATP 
mitochondrial de 80/20 au lieu de 60/40 pour les cellules témoins. 
 L’analyse en 2D-DIGE a mis en évidence une sous-expression de la prohibitine. 
D’après la littérature, une sous-expression de cette protéine induit une augmentation 
intracellulaire des espèces réactives de l’oxygène (ROS) (219) (220). De ce fait, nous avons 
dans un deuxième temps effectué un dosage du glutathion, antioxydant intracellulaire, sous 
ses formes oxydées et réduites puis un dosage des ROS mitochondriaux afin d’étudier si 
l’invalidation de la CDA induit ou non un stress oxydant. Nous mesurons, suite à 
l’invalidation de la CDA, que la quantité totale de glutathion ne varie pas. Par contre, le 
rapport glutathion réduit (GSH) / glutathion oxydé (GSSG) est diminué de 30% du fait de 
l’augmentation du GSSG, ce qui traduit une augmentation du stress oxydant dans les cellules 
invalidées pour la CDA (Figure 5 B). Enfin, nous avons analysé si les espèces réactives de 
l’oxygène responsables d'un stress oxydant étaient générées ou non par la mitochondrie. Pour 
cela nous avons mis les cellules en présence de 5µM de la sonde fluorescente « mitosox » qui 
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pénètre dans la mitochondrie et produit une fluorescence rouge lorsqu'elle est oxydée par les 
ROS mitochondriaux. La fluorescence observée a ensuite été mesurée en FACS. Nous 
mesurons une moyenne géométrique du pic pour le contrôle positif (cellules MiaPaca-2 
traitées avec le shARN témoin  puis avec de l'H2O2) de 48. De manière intéressante, pour la 
lignée MiaPaca-2 shARN témoin, nous mesurons une moyenne géométrique du pic de 27 
alors que pour la lignée MiaPaca-2 shARN CDA est de 40, ceci étant mis en évidence par un 
décalage de pic de fluorescence (FL2-H) (Figure 5 C). Nous pouvons donc conclure que 
l’invalidation de la CDA induit une production de ROS mitochondriaux responsables d’un 
stress oxydant dans ces cellules. 
 Suite à l'invalidation de la CDA, nous avons mis en évidence une sous-expression de 
la succinate déshydrogénase et de la sous-unité 1 du complexe cytochrome Bc1 composants 
respectivement le complexe II et III de la chaîne respiratoire. De ce fait, nous avons dans un 
troisième temps analysé la consommation d'oxygène traduisant la respiration cellulaire des 
lignées MiaPaca-2 shARN témoin et shARN CDA. Pour cela, les deux lignées cellulaires sont 
ensemencées en plaques 24 puits (Seahorse Bioscience). Après 24h, le milieu de culture des 
cellules est remplacé par un milieu de base XF (Seahorse Bioscience) supplémenté de 
glutamine (2mM), glucose (10mM) et pyruvate de sodium (2mM). Les cellules sont incubées 
1h à 37°C puis une analyse en temps réel des changements de flux extracellulaires d'oxygène 
et de protons est effectuée grâce au Seahorse XF24 (Seahorse Bioscience). Nous mesurons un 
taux de consommation d'oxygène de 16.9pmol/min/µg de protéines pour la lignée MiaPaca-2 
shARN témoin et un taux de 8.7pmol/min/µg de protéines pour la lignée MiaPaca-2 sh CDA 
(n=4). Ces résultats nous permettent de conclure que l'invalidation de la CDA induit une 
diminution de la respiration des cellules cancéreuses pancréatiques. 
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Figure 5: L’invalidation de la CDA perturbe la production d’ATP, la respiration cellulaire et
induit une production de ROS mitochondriaux dans les cellules cancéreuses pancréatiques.
Huit mille cellules Mia Paca-2 invalidées ou non pour la CDA sont ensemencés par puits en milieu complet dans
une plaque 96 puits (Interchim (FR-BA7880)). Concernant le dosage de l’ATP, les cellules sont traitées 24 h après
ensemencement par deux inhibiteurs: sodium iodoacétate (100µM, Sigma I9148), oligomycine A (1.26µM),
Sigma 04876) seuls et en combinaison. Après 1h d’incubation à 37°C, la production d’ATP est dosée grâce au kit
Cell Titer Glo (Promega), selon les instructions du fabricant. Les quantités d’ATP glycolytique et mitochondrial
sont calculées selon les formules suivantes% ATPglycolytique =[(Controle- sodium Iodoacétate)*100]/[Sodium
Iodoacétate - (Sodium Iodoacétate +Oligomycine A)] et % ATP mitochondrial = 100-% ATP Glytolytique (A 1,2
et 3). Pour le dosage du glutathion: Le dosage des formes réduite (GSH) et oxydé (GSSG) du glutathion est
effectué 24h après ensemencement grâce au kit GSH/GSSG-GloTM (Promega), selon les instructions du
fournisseurs (B). Analyse de la production d’espèces réactives d’oxygènes mitochondriaux (ROSm): 50 x10e3
cellules invalidées ou non pour la CDA sont mis en présence de 5 µM de sonde mitosox (MitoSOX™ Red
Mitochondrial Superoxide Indicato, Life technologie) selon les instructions du fabricant puis sont analysées la
fluorescence par cytométrie en flux (C). Dosage de la consommation en oxygène: 40 x 10e3 cellules sont
ensemencées par puits en plaque 24 puits. Après 24h, les cellules sont incubées 1h à 37°C dans du milieu XF
(pH7.4) supplémenté de glutamine (2mM), glucose (10mM) et pyruvate de sodium (2mM). La mesure est ensuite
effectuée en temps réel à l’aide du Seahorse XF24 (Seahorse bioscience) (D).
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6- Le ciblage de la CDA altère le métabolome (ensemble des métabolites) des cellules 
cancéreuses pancréatiques 
 
 Les résultats précédents montrent  que le ciblage de la CDA induit une perturbation de 
l’expression d’enzymes de la mitochondrie, une diminution de la production d’ATP et une 
augmentation du stress oxydant dans les cellules cancéreuses pancréatiques. Cela suggère 
donc que la perte de la CDA engendre une perturbation de certaines fonctions 
mitochondriales. Afin de vérifier cette hypothèse nous avons effectué une analyse 
métabolomique pour identifier puis quantifier les différents métabolites des lignées MiaPaca-
2 invalidées ou non pour la CDA. Pour cela, le métabolisme des lignées MiaPaca-2 invalidées 
ou non pour la CDA a été bloqué en plongeant les flasques de culture dans de l’azote liquide. 
L’extraction des métabolites a ensuite été effectuée dans un solvant d’extraction composé 
d’acétonitrile (ACN), de méthanol (MeOH) et d’eau (H2O) en présence d’un standard interne 
appelé IDMS pour « Isotopic Dilution Mass Spectrometry » permettant d’effectuer une 
analyse quantitative par dilution isotopique. Les échantillons ont ensuite été analysés par 
chromatographie ionique couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (IC-MS/MS). Les 
résultats sont présentés en aire du métabolite (C12) sur l’aire du standard interne (C13) ou 
simplement en comparaison de l’aire du métabolite (C12). Cette étude met en évidence une 
diminution dans la lignée invalidée pour la CDA de groupe de molécules impliquées dans de 
grandes fonctions mitochondriales ou associées que sont la voie de biosynthèse des 
pyrimidines (diminution de l’orotate, l’UMP, l’UDP et l’UTP), du cycle de krebs (diminution 
de la cis-aconitate, du succinate et du citrate), le métabolsime des nucléotides (diminution du 
PRPP, du cGMP, du CMP, du CDP et de l’ATP) et enfin des voies latérales de la glycolyse 
(diminution de la N-acétylglucosamine-6-phosphate) (Figure 6).  
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Figure 6: Le ciblage de la CDA altère le métabolome des cellules cancéreuses pancréatiques.
Les flasques de cultures contenant les lignées MiaPaca-2 invalidées ou non pour la CDA sont plongées dans
de l’azote liquide puis les métabolites sont extraits dans un tampon d’extraction composé d’acétonitrile
(ACN), de méthanol (MeOH) et d’eau (H2O) (ACN/MeOH/H20 dans une proportion de 4:4:2) en présence de
120µl d’IDMS pour « Isotopic Dilution Mass Spectrometry. Les échantillons sont ensuite analysés par
chromatographie échangeuse d'anions haute performance (Dionex ICS 2000 système, Sunnyvale, USA)
couplé à un spectromètre de masse quadripôle QTrap triple 4000 (AB Sciex , CAUSA). Les résultats sont
présentés en aire du métabolite (C12) sur l’aire du standard interne (C13) ou simplement en comparaison de
l’aire du métabolite (C12).
PRPP
ATP
cGMP
N-AcGluN-6P
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7- La combinaison de la sur-expression de DCK et de l’invalidation de la CDA améliore 
la chimiosensibilité des cellules cancéreuses pancréatiques 
 De précédents travaux et les résultats de notre essai clinique TherGap mettent en 
évidence que la sur-expression de la DCK chimiosensibilise les cellules cancéreuses  
pancréatiques mais que des cellules résistent au traitement. Nous avons dans les précédentes 
parties de ce travail montré que l’invalidation de la CDA dans la lignée cancéreuse 
pancréatique MiaPaca-2 engendre elle aussi une chimiosensibilisation des cellules 
cancéreuses pancréatiques. De ce fait, nous avons dans un dernier temps étudié si la 
combinaison de la sur-expression de la DCK avec l’invalidation de la CDA pouvait avoir un 
effet synergique sur la chimiosensibilité des cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine. Pour cela, la lignée MiaPaca-2 a été transduite par un vecteur lentiviral codant 
pour la DCK. Après validation par Q-RT-PCR de la sur-expression de la DCK, cette lignée 
cellulaire MiaPaca-2 DCK a été transduite par le vecteur lentiviral codant pour le shARN 
CDA 2. Les cellules ont ensuite été traitées ou non à la gemcitabine (5.10-7M) 48h après 
transduction. Une numération cellulaire a ensuite été effectuée 72h après traitement à la 
gemcitabine. Les résultats révèlent que la combinaison de la sur-expression de la DCK avec 
l’invalidation de la CDA, sans traitement chimiothérapeutique, induit une diminution de la 
prolifération cellulaire de 42% (Figure 7) (n=4). Après traitement à la gemcitabine, la sur-
expression de la DCK induit une chimiosensibilisation de 30.6%. De manière intéressante, 
nous mesurons que la combinaison de la sur-expression de la DCK avec l'invalidation de la 
CDA engendre une chimiosensibilisation de 44%. Nous observons donc un effet synergique 
de cette combinaison qui se traduit par un bénéfice de 13.4% sur la chimiosensibilité de la 
lignée MiaPaca-2 DCK. 
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Figure 7: Analyse de combinaison de la surexpression de DCK avec l’invalidation de la
CDA sur la chimiosensibilité des cellules cancéreuses pancréatiques.
La lignée MiaPaca-2 sur-exprimant la DCK est ensemencée en plaque 6 puits à raison de 50x10e3
cellules/puits. Après 24 h de culture, les cellules sont transduites (500 ng p24/ml) avec un lentivecteur
codant pour un shARN dirigé contre la CDA ou un sh témoin en présence de protamine sulfate comme
préalablement indiqué. Cent-vingts heures (5 jours) après transduction, Une numération cellulaire est
effectuée dans les différentes conditions à l'aide d’un compteur cellulaire Coulter Z1. Dans le cas d'un
traitement à la gemcitabine (5.10-7M), les cellules sont traitées 72h après transduction. Cent-vingts heures
(5 jours) après transduction, Une numération cellulaire est effectuée dans les différentes conditions à l'aide
d’un compteur cellulaire Coulter Z1.
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Discussion 
Durant ce travail, nous avons tout d’abord étudié l'expression de 64 gènes dont 
l'expression est connue comme étant altérée dans le cancer du pancréas et/ou qui sont 
impliqués (directement ou indirectement) dans le métabolisme de la gemcitabine. Ceci a été 
réalisé à partir de tumeurs de patients ayant peu répondu au traitement (survie globale  
inférieure à 6 mois) ou ayant présentés une meilleure réponse (survie globale 7-24 mois). 
Cette analyse révèle notamment que deux protéines sont surexprimées dans le groupe des 
mauvais répondeurs, l'histone désacétylase 11 (HDAC11) et l'ILK (integrine linked protein). 
La surexpression de ces protéines dans les tissus cancéreux pancréatiques est d'ores et déjà 
documentée (221,222). L'ILK contrairement à HDAC11 est déjà démontrée comme étant 
impliquée dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques (223). Par ailleurs, 
l’ARNm codant pour six protéines est sous-exprimé dans les tumeurs des patients qualifiés de 
mauvais répondeurs: MCM7 et CLASPIN, toutes deux composantes du réplisome (complexe 
protéique impliqué dans la réplication de l'ADN) (224), le facteur de transcription STAT1 de 
la voie de signalisation Jak/STAT, la 5'nucléotidase (5NTDASE ou CD73) qui convertit 
l'AMP en adénosine et enfin deux protéines impliquées dans l'adhésion cellulaire, ITGB4 et 
l'E-cadhérine (gène CDH1). Dans ce groupe de gènes dont l'expression varie, STAT1, 
5NTDASE et CDH1 sont décrits comme impliqués indirectement dans la chimiorésistance des 
cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine (225–227) alors que les gènes MCM7, 
CLASPIN et ITGB4 ne le sont pas. Nous avons fait le choix dans ce travail de nous focaliser 
sur des protéines impliquées directement dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses 
pancréatiques et dont l'expression de l'ARNm augmente dans les tumeurs de patients qualifiés 
de mauvais répondeurs. Parmi ces dernières, seule la CDA remplie ces critères. Par la suite, 
nous avons également mesuré que la CDA est surexprimée dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques par rapport au tissus sain. Nous avons par la suite mené des études 
fonctionnelles dans nos modèles expérimentaux de cancer du pancréas qui confirme que la 
CDA est importante dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine in vitro et in vivo (228).  
En effet, nous avons tout d'abord  mis en évidence que l'invalidation génique de la 
CDA chimiosensibilise comme attendu les cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine. Concernant nos résultats in vivo, nous avons montré que l'invalidation de la 
CDA induit un ralentissement de la progression tumorale et une chimiosensibilisation des 
cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine. Ces résultats sont en accord avec la 
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littérature. En effet, la combinaison du THU avec de la déoxycytidine augmente 
l'incorporation de déoxycytidine dans l'ADN tumoral chez l'animal sur un modèle de 
xenogreffe sous cutanée de carcinomes mammaires (M3659) et de lymphomes (lignées 
M3454 et M5183) (229). Il est également mis en évidence qu'un traitement à base de Nab-
paclitaxel a pour effet secondaire bénéfique d'inhiber la CDA via un environnement oxydatif 
engendré par les ROS et donc de chimiosensibiliser les cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine (75). L'apport important de nos travaux est que nous avons pour la première fois 
implantée des cellules invalidées pour la CDA chez l'animal. Il s'agit du premier ciblage 
génétique de la CDA in vivo. Le ralentissement tumoral observé suggère un rôle majeur de la 
CDA dans la progression tumorale (sûrement du fait de son importance dans la synthèse des 
nucléotides et donc la prolifération et la mort cellulaire). Concernant la combinaison de 
l'invalidation de la CDA avec un traitement à base de gemcitabine, il est important de noter 
l'effet chimiostatique observé à long terme. Il sera intéressant d'analyser les ROS intra-
tumoraux afin d'étudier si le stress oxydant induit par la perte de la CDA contribue au 
maintien de son invalidation. Enfin, il sera nécessaire de caractériser l'expression de la CDA 
pour l'animal dont l'effet chimiostatique n'est pas observé à long terme afin d'expliquer cette 
variation de réponse.  
Dans le but d'accroître la chimiosensibilité des cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine, nous avons testé in vitro la combinaison de l'invalidation de la CDA avec la 
surexpression de la DCK. En effet, nous avons montré durant l'essai clinique TherGap et 
également avec nos modèles précliniques de cancer du pancréas que la surexpression de la 
DCK induit non seulement une chimiosensibilisation de ces cellules mais également 
l'apparition d'un plateau thérapeutique au-delà duquel les cellules résistent au traitement. Le 
choix de la combinaison avec la CDA, comme expliqué précédemment, est dû au fait que la 
CDA est la seule protéine impliquée directement dans la résistance à la gemcitabine à être 
retrouvée surexprimée dans les tumeurs de patients dont la survie est inférieure à 6 mois. De 
plus, l'intérêt majeur de cette combinaison est que l'invalidation de la CDA permet de 
préserver le taux intracellulaire de gemcitabine métabolisable par la DCK. Nos résultats 
préliminaires sont en faveur d’une chimiosensibilisation des cellules cancéreuses 
pancréatiques suite à la surexpression de la DCK et l’inhibition de la CDA. Il semblerait que 
certaines cellules qui résistent à la surexpression de la DCK soient sensibles au ciblage de la 
CDA. Il sera nécessaire d'une part, d'analyser si cette combinaison augmente les formes 
phosphorylées (et donc activées) de la gemcitabine et d'autre part, de caractériser (au niveau 
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transcriptomique et protéomique) la population résiduelle observée après traitement à la 
gemcitabine malgré la combinaison in vitro. Ces résultats préliminaires sont encourageants et 
offrent un espoir de combinaison pour améliorer la chimiosensibilité des cellules cancéreuses 
pancréatiques. 
Parallèlement à cette approche de chimiosensibilisation,  nous avons pour la première 
fois mis en évidence que l’invalidation de la CDA induit une diminution de la prolifération et 
une induction de l’apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques, et ce en absence de 
traitement chimiothérapeutique. Il a précédemment été rapporté que le traitement par le THU 
peut provoquer dans certains cas la diminution de la prolifération cellulaire, sans pour autant 
impliquer la CDA dans cet effet. Enfin, le traitement des cellules cancéreuses pancréatiques 
par le nab-paclitaxel seul n'engendre pas de perturbation de la prolifération et de la mort 
cellulaire par apoptose (75).  
Par la suite, nous avons recherché par 2D-DIGE quels pouvaient être les mécanismes 
moléculaires altérés et responsables de cette perturbation de la prolifération cellulaire et de la 
progression tumorale dans les cellules invalidées pour la CDA en absence de chimiothérapie. 
Cette analyse protéomique révèle une surexpression de la vimentine, une sous-expression de 
l’erline 2 et de la sous-unité 1 du complexe activateur du protéasome (PSME1) dans la lignée 
invalidée pour la CDA. La vimentine est un filament intermédiaire qualifié de marqueur de 
différenciation mésenchymateuse (230). Naito et ses collaborateurs ont montré que 
l’expression de cette protéine est augmentée dans les cellules cancéreuses pancréatiques 
métastatiques (231). Khoury et ses collaborateurs ont quant à eux mis en évidence que des 
taux élevés de vimentine  sont corrélés avec une faible survie des patients atteints d’un cancer 
du pancréas (232). De ce fait, il sera nécessaire d'étudier si l’invalidation de la CDA modifie 
les capacités d’invasion et de migration des cellules cancéreuses pancréatiques. L’erline 2 et 
PSME1 sont deux protéines impliquées dans la dégradation des protéines associée au 
réticulum endoplasmique (système ERAD, ER-associateddegradation). Nous observons, 
consécutivement à l’invalidation de la CDA une diminution de l’expression de ces deux 
protéines. Il sera donc intéressant d’analyser si le ciblage de la CDA altère cette voie de 
dégradation protéique. 
Cette étude protéomique  révèle également que parmi les protéines dont l'expression 
varie suite à l'invalidation de la CDA, plus de la moitié sont des protéines mitochondriales. 
L'altération de l'expression de ces protéines mitochondriales est remarquable lorsqu’on prend 
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en considération le fait que le protéome mitochondrial ne représente que 8% du protéome 
total des cellules eucaryotes. Nous avons donc mis en évidence, de façon inattendue, une 
véritable "signature mitochondriale".  
Des analyses métabolomiques et biochimiques mettent en évidence que cette signature 
mitochondriale est associée à une perturbation de la synthèse des nucléotides pyrimidiques, 
une altération de protéines de la chaîne respiratoire et un stress oxydant au niveau 
mitochondrial. 
 La CDA est une enzyme clé de la voie de recyclage des pyrimidines étant donné 
qu'elle convertit les cytidines en uridines. Notre travail révèle que l'invalidation de cette 
enzyme induit de façon attendue une diminution de cette voie de recyclage (CMP, CDP, CTP) 
mais également, une diminution de la voie de biosynthèse des pyrimidines (orotate, UMP, 
UDP et UTP). Il est surprenant d'observer une diminution de la voie de biosynthèse étant 
donné que la CDA n'intervient pas dans ce phénomène. En effet, l'enzyme majeure de cette 
voie est une enzyme mitochondriale appelée DHODH pour dihydro-orotate deshydrogénase 
qui, comme son nom l'indique, convertit le dihydro-orotate (DHO) en orotate. Il serait 
intéressant d'étudier l'expression et l'activité de la DHODH dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques invalidées pour la CDA pour analyser si le blocage de cette voie est dû ou non à 
cette enzyme. Néanmoins, ce blocage global du métabolisme des pyrimidines peut expliquer 
l'arrêt de la prolifération cellulaire et le phénomène d'apoptose induit par l'invalidation de la 
CDA du fait d'une carence en nucléotides nécessaires à la synthèse d'ADN. Cette hypothèse 
pourra être vérifiée par une complémentation en uridine suivie d'une mesure de l'apoptose et 
de l'analyse du cycle cellulaire. Il est important de noter que l’analyse métabolomique révèle 
également une diminution du PRPP (phosphoribosylpyrophosphate), intermédiaire de 
biosynthèse des nucléotides puriques et pyrimidiques, ce qui peut également expliquer la 
diminution des nucléotides puriques (GMP, GMPc, GDP, GTP et AMP, ADP et ATP) que 
nous avons mesuré. Ainsi nous pouvons conclure que nous avons, pour la première fois, mis 
en évidence que l'invalidation de la CDA induit une inhibition de la voie des pentoses 
phosphates et donc une déplétion en pools nucléotidiques dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques. 
 De manière intéressante, nous mesurons parallèlement à la perturbation du pool 
nucléotidique, une diminution de l’expression des protéines de la chaîne respiratoire que sont 
la succinate déshydrogénase (composant du complexe II de la chaine respiratoire) et de la 
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sous-unité 1 du complexe cytochrome bc1 (composant du complexe III de la chaîne 
respiratoire). Ces résultats suggèrent une perturbation de la chaîne respiratoire pouvant 
expliquer la diminution de la production d'ATP mitochondrial (produit par l'ATP synthase) 
observée dans les cellules invalidées pour la CDA. En effet DiMauro et ses collaborateurs 
expliquent qu'un dysfonctionnement de la chaîne respiratoire induit une diminution de la 
production d'ATP par l'ATP synthase et que ce phénomène est responsable de maladies 
mitochondriales (233). Nous avons ensuite vérifié le dysfonctionnement de la chaîne 
respiratoire sur les lignées invalidées ou non pour la CDA par une mesure du taux de 
consommation d'oxygène (correspondant à la respiration cellulaire) grâce au Seahorse XF24. 
Nous mesurons une diminution de 51% de la respiration cellulaire pour les cellules invalidées 
pour la CDA, ce qui confirme notre hypothèse. Par la suite, il sera intéressant de caractériser 
ce phénomène en analysant quels sont les complexes de la chaîne respiratoire responsables de 
cette dysfonction. Nous pouvons supposer que les complexes II et III seront impliqués du fait 
de la perturbation de l'expression de protéines clés de ces complexes révélée par notre analyse 
protéomique.  
La dysfonction de la chaîne respiratoire est associée dans la littérature à une production 
accrue d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) (234). De ce fait, nous avons analysé si 
l’invalidation de la CDA induisait un stress oxydant du fait de la production de ROS 
mitochondriaux. Dans un premier temps, nous avons mesuré le taux de glutathion 
(antioxydant intracellulaire) sous ses formes réduite et oxydée. Cette étude révèle une 
augmentation du ratio glutathion réduit/glutathion oxydé suite à l’invalidation de la CDA qui 
témoigne d’un stress oxydant. Ces résultats ont été confirmés en dosant les ROS produits par 
la mitochondrie grâce à une sonde fluorescente (MitoSOXTMRed) puis une analyse par 
cytométrie en flux. Cette mesure révèle une augmentation significative des ROS 
mitochondriaux ce qui confirme l’altération de la chaîne respiratoire mitochondriale. Il est 
important de noter que l'augmentation des ROS peut également être induite par la diminution 
de l'expression de la prohibitine (mesurée par 2D-DIGE) qui est une protéine de la membrane 
interne de la mitochondrie. En effet, l'invalidation du gène codant pour cette protéine induit la 
sénescence des cellules épithéliales après inhibition du complexe I de la chaîne respiratoire et 
la production de ROS (220).  
En plus d'une altération du pool nucléotidique, d'une diminution de l'ATP mitochondrial et 
d'un stress oxydant dans les cellules invalidées pour la CDA, nous mesurons également par 
2D-DIGE, la diminution de l'expression de deux enzymes du complexe pyruvate 
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Schéma 3 : 
Hypothèses de la 
conséquence de 
l’invalidation de la 
CDA sur le 
métabolisme des 
cellules cancéreuses 
pancréatiques. 
 
déshydrogénase (ou PDC) que sont la sous-unité β de la pyruvate déshydrogénase E1 (malgré 
une activation de la sous-unité alpha) et de la pyruvate déshydrogénase protéine X. Ce 
complexe convertit le pyruvate en acétylCoA qui est alors utilisé par le cycle de Krebs. Nous 
émettons donc l'hypothèse d'une diminution de la production d'acétylCoA dans les cellules 
invalidées pour la CDA mais cela doit être vérifié en dosant la quantité d'acétylCoA dans les 
cellules cancéreuses pancréatiques invalidées ou non pour la CDA. De manière intéressante, 
trois éléments du cycle de Krebs sont sous exprimés (cis aconitate, citrate et succinate) dans 
les cellules invalidées pour la CDA. Parallèlement à cela, deux enzymes de la β-oxydation 
présentent une expression diminuée lorsque nous invalidons la CDA: l'énoylCoA hydratase et 
l'acylCoA déshydrogénase. Il semblerait que les cellules cancéreuses pancréatiques, en 
absence de CDA, compense cette diminution d'apport énergétique engendré par la β-
oxydation, le cycle de krebs et donc la chaîne respiratoire via une augmentation de la 
glycolyse de type anaérobie conduisant à la production de lactate. Cette compensation 
énergétique caractéristique de l'effet Pasteur chez la levure, pourrait expliquer l'augmentation 
de l'expression de l'alpha enolase (enzyme glycolytique) et de la production d'ATP 
glycolytique. Pour confirmer cela, il sera indispensable de doser la quantité intracellulaire de 
lactate et de pyruvate. Il est important de noter que les voies latérales de la glycolyse sont 
diminuées (diminution du 6-P-gluconate et du N-AcGluN-6P) sûrement pour augmenter la 
voie principale fournissant de l'ATP afin de compenser la diminution de l'ATP total observée 
dans les cellules invalidées pour la CDA. L’ensemble des phénomènes observés et des 
hypothèses émises est représenté sur le schéma 3 ci dessous. 
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Les conclusions de cet article sont: 
- La cytidine désaminase est la seule enzyme impliquée dans la résistance directe à la 
gemcitabine et dont l'expression est augmentée dans les tumeurs de patients localement 
avancés présentant une survie sous traitement inférieure à 6 mois. 
 
- L'invalidation de la CDA induit une inhibition de la prolifération, un processus 
d’apoptose et une chimiosensibilisation à la gemcitabine des cellules cancéreuses 
pancréatiques in vitro. 
 
- La caractérisation des mécanismes moléculaires consécutifs à l'invalidation de la CDA 
a mis en évidence une signature mitochondriale qui engendre: une perturbation de la 
synthèse des nucléotides, une modification de l'expression d'enzymes impliquées dans de 
grandes fonctions mitochondriales dont la chaîne respiratoire et un stress oxydant (du 
fait d'une production importante de ROS mitochondriaux). 
 
- Le ciblage de la cytidine désaminase in vivo induit un ralentissement de la progression  
tumorale et une chimiosensibilisation des cellules cancéreuses pancréatiques à la 
gemcitabine. 
 
- La mise en évidence d'un effet synergique de la combinaison de la surexpression de 
DCK  avec l’invalidation de la CDA sur la chimiosensibilité des cellules cancéreuses 
pancréatiques ce qui offre un espoir de combinaison de ces deux éléments afin 
d’éliminer le plateau thérapeutique observé durant l’essai TherGap. 
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Article N°3- "Targeted Oncolytic Herpes Simplex 
Virus Type 1 Eradicates Experimental Pancreatic 
Tumors" 
 
Introduction 
 
L'essai clinique TherGap révèle la faisabilité de la thérapie génique non virale 
pour le cancer du pancréas. Lors de cet essai, le transfert d'ADN médicament a été effectué 
avec du PEI. Nous avons mis en évidence que ce vecteur permet in vivo la transfection de 
seulement 15% de la masse tumorale, ce qui limite l'effet antitumoral engendré par le transfert 
de gène. De ce fait, l'intérêt de ce travail est de développer de nouveaux vecteurs/virus plus 
performants pour la thérapie génique du cancer du pancréas. Nous nous sommes plus 
particulièrement intéressés aux virus oncolytiques car ils ont la capacité d’infecter puis 
d’induire la lyse des cellules cancéreuses pancréatiques. De plus, comme ce sont des virus 
réplicatifs, la lyse des cellules cancéreuses infectées induit une libération de virions qui 
peuvent ainsi infecter puis tuer les cellules cancéreuses environnantes. Ceci permet, malgré 
l’infection initiale d’une portion de la tumeur, d’éliminer une grande partie des cellules 
cancéreuses. Autre avantage majeur, ces virus sont non intégratifs et donc n'engendrent pas de 
risques de mutagenèse insertionnelle tels que ceux observés avec certains vecteurs viraux dont 
les vecteurs lentiviraux.  Enfin, la sécurité de ces virus est actuellement montrée en clinique 
notamment pour le cancer du pancréas. Si des effets indésirables sont malgré tout observés, 
l’acyclovir (antiviral) est disponible pour stopper la propagation du virus. 
Durant ces travaux nous avons plus précisément utilisé des virus dérivés de l’HSV 
(Herpes simplex virus) qui sont des virus oncolytiques de choix pour le traitement des cancers 
dont le cancer du pancréas. En effet ils infectent préférentiellement différents types de cellules 
cancéreuses (large tropisme), ils ont un génome de grande taille (152Kb) avec de nombreux 
gènes pouvant être modifiés ou remplacés (pour ne cibler et/ou ne répliquer que dans les 
cellules cancéreuses) et enfin, ils répliquent très rapidement et efficacement dans les cellules 
cancéreuses (car voie p53 mutée, réponse PKR invalidée, Ras activée ou enfin p16/RB 
invalidée) (168).  
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Schéma 1: Représentation schématique du génome du 
virus sauvage HSV-1, de MGH1 et de Myb34.5             
(Adapté de Chiocca et al. 1999 (177))   
Au sein de ces virus 
dérivés de HSV nous retrouvons 
tout d'abord "MGH-1" qui est 
un HSV de 1ère génération 
délété du gène codant pour ICP6 
(ribonucléotide réductase virale) 
et du gène codant pour γ1 34.5 
(protéine qui inhibe la réponse 
anti-virale PKR). Ces deux 
délétions engendrent une forte 
diminution de la réplication 
virale ce qui limite l'intérêt 
d'utiliser ce type de virus (235). 
De ce fait, un virus de deuxième 
génération a été développé et 
appelé "Myb34.5". La représentation schématique du génome de la souche sauvage HSV, de 
MGH1 et de Myb34.5 sont représentées sur la schéma 1 (177). Myb34.5 est un HSV délété 
pour le gène codant pour ICP6 et dont l'expression de la protéine γ1 34.5 est sous le contrôle 
du promoteur B-myb. Myb34.5 est donc un virus avec un double contrôle (au niveau de la 
réplication et de la transcription virale) et un virus modifié génétiquement pour cibler et 
répliquer préférentiellement dans les cellules cancéreuses (168).  
Notre travail a permis de caractériser la spécificité de réplication de ce virus dans 
les cellules cancéreuses pancréatiques par rapport aux cellules pancréatiques saines. Nous 
avons également caractérisé l'effet induit par l'infection des cellules cancéreuses pancréatiques 
par Myb34.5 in vitro sur nos lignées cancéreuses pancréatiques et in vivo sur nos modèles de 
cancer du pancréas (xénogreffes orthotopiques pancréatiques) en combinaison ou non avec le 
traitement de référence, à savoir la gemcitabine. 
Les objectifs de ce travail étaient : 
-  D’étudier la spécificité de réplication dans les cellules tumorales. 
- De mettre en évidence les mécanismes moléculaires induisant la mort des cellules 
cancéreuses pancréatiques. 
- De rechercher un potentiel effet synergique de l’utilisation de Myb34.5 en combinaison 
avec un traitement à base de gemcitabine (in vitro et in vivo). 
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Targeted Oncolytic Herpes Simplex Virus Type 1
Eradicates Experimental Pancreatic Tumors
Marion Gayral,1,2,* Hubert Lulka,1,2,* Naima Hanoun,1,2 Coline Biollay,3 Janick Se`lves,1,2,4
Alix Vignolle-Vidoni,1,2 Herve´ Berthomme´,3 Pascal Trempat,3 Alberto L. Epstein,5
Louis Buscail,1,2,6 Jean-Luc Be´jot,7 and Pierre Cordelier1,2
Abstract
As many other cancers, pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) progression is associated with a series of
hallmark changes for cancer cells to secure their own growth success. Yet, these very changes render cancer
cells highly sensitive to viral infection. A promising strategy may rely on and exploit viral replication for tumor
destruction, whereby infection of tumor cells by a replication-conditional virus may lead to cell destruction and
simultaneous release of progeny particles that can spread and infect adjacent tumor cells, while sparing healthy
tissues. In the present study, we used Myb34.5, a second-generation replication-conditional herpes simplex
virus type 1 (HSV-1) mutant in which ICP6 gene expression is defective and expression of the HSV-1 c134.5
gene is regulated by the cellular B-myb promoter. We found that B-myb is present in experimental PDAC and
tumors, and is overexpressed in patients’ tumors, as compared with normal adjacent pancreas. Myb34.5 rep-
licates to high level in human PDAC cell lines and is associated with cell death by apoptosis. In experimental
models of PDAC, mice receiving intratumoral Myb34.5 injections appeared healthy and tumor progression was
inhibited, with evidence of tumor necrosis, hemorrhage, viral replication, and cancer cell death by apoptosis.
Combining standard-of-care chemotherapy with Myb34.5 successfully led to a very impressive antitumoral
effect that is rarely achieved in this experimental model, and resulted in a greater reduction in tumor growth
than chemotherapy alone. These promising results warrant further evaluation in early phase clinical trial for
patients diagnosed with PDAC for whom no effective treatment is available.
Introduction
Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is highlyresistant to standard treatments and still the fourth leading
cause of cancer-related death in Western countries.1 Its inci-
dence has increased over the last 50 years. Since 1997,
Gemcitabine was the only approved first-line treatment for
patients with unresectable locally advanced or metastatic
pancreatic cancer.2 However, the 5-year survival rate is only
2%, with 1-year survival rates ranging from 17% to 23%.2
Recently, phase II and III trials exploring gemcitabine-based
combinations with erlotinib,3 Folfirinox,4 or nab-Paclitaxel5
were found to improve overall survival of patients with ad-
vanced tumors. However, standard of care for management of
patients diagnosed with locally advanced tumor is still awai-
ted. An interesting therapeutic approach may rely on viral
replication for tumor destruction, by which infection of single-
tumor cells may induce cell destruction and release of progeny
virions that can further spread to the entire tumor cells popu-
lation.6 Indeed, PDAC carcinogenesis is associated with a
series of hallmark changes for cancer cells to secure their own
growth success.7,8 Yet, these very changes (among them lack
of interferon response, elevated metabolic activity, and dis-
engagement of cell cycle control) render cancer cells highly
sensitive to viral infection.
Several viruses have been explored for their ability to
replicate and to inhibit PDAC growth in experimental
models.9–11 Genetically engineered conditionally replicating
herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is promising for PDAC
therapy because (1) they infect various tumor cell types, (2)
they do not integrate into the genome of infected cells, (3)
they have been shown to be safe in clinical trials, (4) there
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are several available anti-HSV-1-specific drugs, such as
acyclovir to control unwanted infection, and (5) total cell
killing can be achieved rapidly with a relatively low mul-
tiplicity of infection (MOI).11
The most widely used strategy to restrict HSV-1 repli-
cation to cancer cells is to delete genes that are important for
viral replication and to evade innate immune responses,
including the IFN-related protein kinase (PKR) antiviral
response.6 ICP6 encodes the large subunit of viral ribonu-
cleotide reductase (RR), an enzyme involved in de novo
synthesis of deoxynucleotides.12 In the absence of viral RR,
virus replication depends on host cell RR activity, which has
been reported to be higher in cancer cells.13 Consequently,
HSV-1 mutants with deletions in the ICP6 gene preferen-
tially replicate in actively dividing cells such as malignant
cells. Viral double-stranded RNAs activate various cellular
antiviral responses, including PKR, which phosphorylates
and inactivates the protein initiation factor eIF-2a, thus in-
hibiting protein synthesis and host cell growth. Among other
functions that evolved to overcome the innate cellular re-
sponses against infection, viral c134.5 interacts with cellular
protein phosphatase-1a, resulting in dephosphorylation of
eIF-2a, thus inhibiting the action of PKR.6,11 This allows the
re-initiation of protein translation and robust viral replica-
tion. Deleting c134.5 may restrict viral cytopathic effect and
replication to malignant cells in which eIF-2a phosphory-
lation is deregulated because of the activation of the K-Ras
pathway.14
However, first-generation mutant HSV-1 viruses with
ICP6, c134.5, or both deletions have demonstrated modest
antitumoral activity in PDAC when injected into tumors.
Indeed, while ICP6 deletion can be efficiently com-
plemented by cellular RR, defective c134.5 mutants display
significantly attenuated replication and lysis of cancer cells,
when used in vivo.15 Accordingly, we used in this study a
second-generation replication-conditional HSV-1 mutant
(Myb34.5) in which ICP6 expression is defective and c134.5
expression is driven by the cellular promoter B-myb.16 We
demonstrate that Myb34.5 successfully infects and repli-
cates into PDAC-derived cells, both in vitro and in vivo, to
inhibit cell proliferation and tumor growth. In addition,
Myb34.5 treatment translates to improved therapeutic effi-
cacy of chemotherapy. This preclinical study stems for the
use of Myb34.5 oncolytic virus in patients with locally ad-
vanced PDAC for whom standard of care is still awaited.
Materials and Methods
Cells and viruses
Human PDAC-derived Capan-2 cells and BxPC-3 were
grown in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf
serum, L-glutamine, antibiotic and antimycotic cocktail
(Invitrogen), and Plasmocin (InvivoGen). MIA PACA-2
cells were grown in DMEM containing 4.5 g/liter glucose
(Invitrogen), 10% fetal calf serum, L-glutamine, antibiotics,
Fungizone, and Plasmocin (InvivoGen). Cell lines were
grown in a humidified incubator at 37C in 5% CO2. HSV-1
F strain (wild-type HSV-1) was provided by Dr. A. Epstein.
Recombinant HSV-1 virus Myb34.5 (defective for ICP6
expression; c134.5 expression regulated by the B-myb pro-
moter) and MGH1 (defective for both ICP6 and c134.5 ex-
pression), both derived from F strain, were kindly provided
by E.A. Chiocca (chairman, Department of Neurosurgery,
Brigham and Women’s Hospital, Harvard Medical School,
Boston, MA).
Viral replication and cytotoxicity assays
Virus were grown and tittered using Vero cells as de-
scribed elsewhere.16 For cytotoxicity assays, human pan-
creatic cancer-derived cells were seeded at 1 · 104 cells
(Mia PACA-2, Capan-2) or 2 · 104 cells (BxPC-3) per well
in a 96-well dish and grown in complete medium. Twenty-
four hours later, cells were infected with F-strain, MGH1,
and Myb34.5 virus at the indicated multiplicities of infec-
tion. Six days later, cell viability was determined by fluo-
rometric method using CellTiter-Fluor Cell Viability Assay
(Promega) according to manufacturer’s instruction. Cells
were co-treated by gemcitabine and Myb34.5 has previously
described.17
Ethics statement and experimental protocol
All animal experiments were conducted according to the
national ethics guidelines for experimental research, and
protocol No. 05/1037/12/13 was approved by the regional
Midi-Pyrenees’s ethics committee for animal experimenta-
tion and were performed in accordance with the Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (U.S. National
Institutes of Health). Human PDAC-derived Mia PACA-2 or
Mia PACA-2 Lucia cells were implanted in the tail of pan-
creas of athymic mice as previously described.18 Myb34.5
was injected in level 2 animal safety facility in exponentially
growing tumors at 15 days following tumor induction. Control
animals received PBS. At the time of injection, tumor size was
150– 12 mm3.
For noninvasive tracking of tumor growth, blood samples
were collected prior to and following Myb34.5 injection. Lucia
production was measured in 5ll of serum using coelenterazine
(50lM) as a substrate, as already described.18,19 Gemcitabine
(125 mg/kg) was injected i.p. every 3 days for 2 weeks. Control
animals received 0.9% NaCl i.p. At 15 days after Myb34.5
injection, animals were killed and tumors were measured with a
caliper and weighted. Tumor volume was calculated using the
formula V= (W2·L)/2, where W is width and L is length. Tu-
mors were formalin fixed, paraffin embedded, and stored at
4C. H&E staining confirmed the presence of tumor(s) in each
pancreas. For Western blot studies, tumors were frozen in liq-
uid nitrogen and stored at - 80C until use.
TUNEL assay and immunostaining for B-myb and HSV-1
Mia PaCa-2 tumors were harvested and fixed in forma-
lin. Four-micrometer-thick sections were prepared from
paraffin-embedded sections and rehydrated. DNA frag-
mentation was performed using In situ Apoptosis Detection
Kit according to the manufacturer’s indications (Takara Bio
Inc.). For immunostaining, sections were incubated for 10 min
in protein block, serum-free reagent following antigen re-
trieval to reduce background staining (DakoCytomation).
Slides were next incubated overnight at 4C with anti-HSV-1
(DakoCytomation, clone B0114, dilution: 1:100) or B-myb
(Santa Cruz, clone C-20, dilution: 1:250) antibodies. Slides
were quickly rinsed in distilled water, washed twice in PBS,
and incubated for 30 min at room temperature with Envision+
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system-HRP (DakoCytomation). After washing in distilled
water, slides were incubated in AEC+ reagent and counter-
stained with Mayer’s hematoxylin. Immunostaining was re-
corded with an optical microscope using VisioLab2000 image
analyzer (Biocom).
Western blotting
Proteins were extracted from infected cells or tumors,
resolved on SDS-polyacrylamide gels, and transferred to
nitrocellulose membrane. After room-temperature blocking
for 1 hr, blots were incubated overnight at 4C with anti-
bodies against B-myb (Santa Cruz; clone C-20, dilution:
1:500), GAPD (Santa Cruz; clone 6C5, dilution: 1:1000), b
- actin (Santa Cruz; clone C4, dilution: 1:1000), HSV-1
(DakoCytomation; clone B0114, dilution: 1:1000), cleaved
caspase-3 (Cell Signaling; dilution 1:500), and cleaved
PARP (Cell Signaling; dilution 1:1000). Secondary HRP-
conjugated antibodies (dilution 1:10,000; Perbio Science)
were added, and blots were incubated for 1h at room tem-
perature. Immunoreactive proteins were visualized using
Clarity ECL (Biorad) and imaged with ChemiDoc XRS +
(Biorad).
Gene expression analysis
Total RNA was isolated from patient tumors and normal
adjacent tissue with TRIzol Reagent (Life Tech) according to
supplier’s instructions, and RNA concentration was measured
with the ND-1000 NanoDrop spectrophotometer. B-myb
mRNA was quantified from 1 lg total RNA using the Re-
vertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific).
18S RNA expression was used as calibrator, as we previously
described.20 Relative amounts were calculated by the com-
parative cycle threshold (CT) method and expressed as 2-DCT,
where DCT=CT(B-myb) – CT(18S). Primers used for B-myb
detection were B-myb forward 5¢-TCTGGCTCTTGACATT
GTGG-3¢ and B-myb reverse CGGCAAGGATAGAGACTT
GG-3¢. Primers for RRM1 were RRM1 forward 5¢-CAAGGT
CGTGTCCGCAAG-3¢ and RRM1 reverse 5¢-GGTGCCTG
TTTCCGTCTGA-3¢. Primers for RRM2 were RRM2 for-
ward 5¢-GTGGAGCGATTTAGCCAAGAA-3¢ and RRM2
reverse 5¢-CATGGCAATTTGGAAGCCATA-3¢. Primers for
ENT1 were ENT1 forward 5¢-GCAAAGGAGAGGAGCCA
AGA-3¢ and ENT1 reverse 5¢-TTCATTGGTGGGCTGAG
AGTT-3¢. All primers were designed with Primer3. Duplicate
qRT-PCR assays were carried out in a StepOnePlus II Real-
Time PCR System (Life Tech) with SsoFast EvaGreen su-
permix (Biorad).
Statistical analysis
Results are expressed as mean – standard error (SE). Data
were compared by nonparametric Wilcoxon signed-rank
test (*p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.005) using Graphpad
Prism software (Graphpad Software). p < 0.05 was consid-
ered significant. No statistical method was used to prede-
termine sample size. The experiments were randomized.
The investigators were not blinded to allocation during
experiments except for tumor growth experiments in pre-
clinical models, RNA and protein quantification, and his-
tological examinations. No animals were excluded from the
study.
Results
B-myb expression in pancreatic cell lines
and patients’ tumors
Myb34.5 is a genetically engineered HSV-1 mutant de-
rived from F strain and defective in the ICP6 gene, and
contains the HSV-1 c134.5 gene under the control of the
E2F-responsive cellular B-myb promoter.16 Host B-myb
promoter activity appears essential for optimal Myb34.5
replication and oncolytic activity. In addition, RR-deleted
HSV-1 virus such as Myb34.5 rely on endogenous RR ex-
pression,6 while Passer et al. described that inhibitors of
equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT1), a glycopro-
tein that mediates cellular uptake of nucleosides, are
strongly favoring replication, spread, and oncolytic activity
of HSV mutants.21
As RNA expression better reflects promoter activity than
cellular protein content, we characterized B-myb, together
with RRM1, RRM2, and ENT1 RNA levels in tumoral
pancreatic cell lines. As shown in Fig. 1A, B-myb RNA is
detectable in all cell lines tested with Mia PACA-2 >BxPC-
3 >Capan-2. In addition, RRM1 and RRM2, which favor
RR-deleted HSV-1 virus replication, are overexpressed in
human pancreatic cancer cell lines with Mia PACA-
2[Capan-2 >BxPC-3 (Fig. 1A). Last, ENT1, which neg-
atively impacts on HSV-1 replication, is poorly expressed in
human-derived human pancreatic cancer cell lines with
BxPC-3 >Mia PACA-2 =Capan-2. In addition, we found
that B-myb RNA is overexpressed in tumor samples from
patients diagnosed with pancreatic cancer as compared with
normal adjacent pancreas (Fig. 1B, fold increase 6.1 – 2.3,
p < 0.05) (Fig. 1B), while previous studies have demon-
strated RRM1/2 overexpression and ENT-1 down expres-
sion in pancreatic cancer.22–24 We conclude that B-myb and
additional cellular factors favoring HSV-1 replication are
overexpressed in pancreatic cancer experimental models and
primary tumors and may be helpful for Myb34.5 virus tar-
geting to pancreatic cancer-derived cells.
Myb34.5 efficiently replicates and kills PDAC-derived
cell lines in vitro
The in vitro replication rate of Myb34.5 was evaluated in
PDAC-derived cell lines using multistep viral recovery ex-
periments. Mia PACA-2, BxPC-3, and Capan-2 cell lines
were infected with 0.1 PFU/cell (MOI = 0.1) of Myb34.5.
Viral replication was determined at 36, 72, and 144 hr
postinfection. We found that Myb34.5 virus replicates to
high level in the three cell lines tested (Fig. 2A), while F-
strain and MGH1 virus replicated to very high and low
levels in PDAC-derived cell lines, respectively (Fig. 2B and
C). We next investigated cell viability following Myb34.5
infection. Mia PACA-2, BxPC-3, and Capan-2 cell lines
were infected with increasing MOIs of Myb34.5 and cell
viability was measured by cell viability assay 6 days fol-
lowing infection (Fig. 3A). Viability was decreased by
Myb34.5 in all cell lines tested; however, Mia PACA-2 cells
were more resistant to the cytopathic effect of Myb34.5, as
compared with Capan-2 and BxPC-3 cells. Interestingly, the
cytopathic effect of Myb34.5 was consistently greater
than that of MGH1 and comparable to HSV-F strain (Fig.
3B and C).
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We next investigated the molecular mechanisms in-
volved in the antiproliferative effect consecutive to
Myb34.5 infection in PDAC-derived cell lines. We per-
formed Western blotting for caspase-3 and PARP at 72 hr
postinfection of Mia PACA-2 cells with different doses of
Myb34.5. As shown in Fig. 3D, infection with Myb34.5
resulted in detectable expression of glycoproteins of the
viral envelope in PDAC cells. In addition, Myb34.5 dose
dependently induced caspase-3 and PARP cleavage in
PDAC-derived cell lines, two hallmarks of cell death by
apoptosis, as compared with control cells. Thus, the B-
myb-driven Myb34.5 HSV-1 mutant efficiently replicates
in PDAC-derived cell lines, inhibits cell viability, and in-
duces apoptosis, three important properties in view of
clinical application of this virus.
Combination of Myb34.5 and chemotherapy
for PDAC treatment
Despite its contested efficacy in clinical trials for PDAC
patients, gemcitabine became the standard treatment for
FIG. 1. B-myb expression in pancreatic-derived cell lines
and tumors. (A) B-myb, RRM-1, RRM-2, and ENT1 quan-
tification of expression by real-time PCR in pancreatic
cancer-derived cell lines. (B) B-myb quantification of ex-
pression by real-time PCR in patients’ tumors vs. normal
adjacent tissue (n= 12). *p < 0.05.
FIG. 2. Viral infection of pancreatic cancer cells in vitro.
BxPC-3, Mia PACA-2, and Capan-2 pancreatic cancer-
derived human cell lines were infected with 0.1 multiplicity
of infection (MOI) of Myb34.5 (A), HSV-F (B), or MGH
(C). Viral titters were determined as described in Materials
and Methods at the indicated time.
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advanced disease 15 years ago after showing superiority
over fluorouracil. Since then, clinical trials of newer cyto-
toxic or biologic agents for patients with locally advanced
tumors free of metastasis (45% at the time of diagnosis)
include the ‘‘historical’’ standard-of-care chemotherapy for
comparison or combination purposes. Thus, we examined
whether Myb34.5 would enhance the efficacy of gemcita-
bine in PDAC cells. Mia PACA-2 cells were treated for 6
days with increasing amounts of gemcitabine, in combina-
tion or not with Myb34.5. Results presented in Fig. 4A
demonstrate that gemcitabine and Myb34.5 efficiently kill
PDAC-derived cells when administrated at a high dose,
while a low dose of virus (0.1 p.f.u.) and gemcitbaine
(0.1 lM) failed to significantly impact tumor cell prolifera-
tion. However, combining low dose of virus and gemcita-
bine significantly killed PDAC cells (Fig. 4A). Using
Western blot, we found that cancer cell death by apoptosis
was augmented by the co-treatment. In addition, treating
PDAC-derived cells using gemcitabine had no effect on B-
myb expression (Fig. 4B). Thus, we conclude that combin-
ing Myb34.5 and standard-of-care chemotherapy results in
enhance cell killing and apoptosis induction in human
PDAC-derived cells.
Therapy of PDAC experimental tumors using Myb34.5
We next examined the antitumor efficacy of Myb34.5
against experimental PDAC tumors. In a first set of experi-
ments, Mia PACA-2 cells were engrafted in the pancreas of
athymic mice as described before.18,19 Myb34.5 virus was
administrated with a single intratumoral injection 2 weeks
following tumor induction, a time point at which animals
FIG. 3. Viral cell killing of pancreatic cancer cells in vitro. BxPC-3, Mia PACA-2, and Capan-2 pancreatic cancer-derived
human cell lines were infected with 0.1 MOI of Myb34.5 (A), HSV-F (B), or MGH (C). Cell viability was determined 6 days
later as described in Materials and Methods. Data are means– standard error (SE) of three biological replicates per group with
three experimental replicates. (D) Mia PACA-2 cells were infected with Myb34.5 at the indicated doses. HSV-1 envelope
glycoproteins, caspase-3, and PARP cleavage were detected by Western blotting 72 hr later. Data are representative of three
biological replicates per group with three experimental replicates.
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typically have medium-sized tumors (mean 150– 12 mm3).
We observed no significant variations in body weight or
mortality related to Myb34.5 injection (data not shown).
These data further underscore the safety profile of Myb34.5
virus in experimental models of cancer.15 Two weeks fol-
lowing treatment, the animals were euthanized and the pan-
creatic tumors were measured and harvested. Remarkably,
Myb34.5 strongly inhibited tumor progression in this very
aggressive experimental model of pancreatic cancer (Fig.
5A). Tumor burden was reduced by more than 75% with the
highest dose of the virus used. Interestingly, Myb34.5 in-
jection provoked massive tumor necrosis (Fig. 5B), hemor-
rhage (Fig. 5B, pink area), and inflammatory cell infiltrate
(Fig. 5B, arrows), and disorganized tumor cells in compari-
son to vehicle-treated tumors.
We next performed immunochemistry in formalin-
fixed, paraffin-embedded tumors for HSV-1 envelope
proteins to monitor intratumoral viral spread. Two weeks
after treatment, HSV-1 proteins were still detected in the
Myb34.5-treated tumors, but were absent from normal
adjacent pancreas (Fig. 5C). The latter finding strongly
suggests that virus successfully replicated while remaining
strictly restricted to cancer cells. On the other hand, in-
tratumoral injection of wild-type F-strain virus resulted in
massive replication in normal pancreatic tissue (Fig. 5C).
We observed strong induction of apoptosis as measured by
TUNEL assay in tumors following administration of Myb34.5
(Fig. 5D). Interestingly, increase in tumor cell apoptosis
was related to virus doses (Fig. 5E). Cumulatively, the re-
sults reported herein provide the first evidence that Myb34.5
exerts antitumor activity against experimental pancreatic
cancer, and that is effective following intratumoral route of
administration.
Next, we examined whether Myb34.5 would enhance the
efficacy of gemcitabine in PDAC xenografts. We recently
generated a novel model of PDAC for the noninvasive
tracking of tumor growth based on secreted Lucia lucifer-
ase.18,19 We engrafted Mia PACA-2 Lucia cells in the
pancreas of athymic mice. In vitro, Mia PACA-2 Lucia
and parental Mia PACA-2 cells demonstrated similar sen-
sitivity to Myb34.5 virus cytopathic effect (data not shown).
Myb34.5 virus was administrated with a single intratumoral
injection 2 weeks following tumor induction. Control tu-
mors were injected with vehicle. Tumors were treated twice
weekly by i.p. injection of high dosage of gemcitabine
(125 mg/kg). Blood samples were collected for orthotopic
pancreatic tumors progression monitoring using blood Lucia
assay. We found that tumor growth was rapidly and sig-
nificantly hampered by Myb34.5 injection, and by the
combination of gemcitabine treatment and viral infection,
while gemcitabine treatment alone resulted in a significant
delay in tumor progression inhibition (Fig. 6A).
The animals were euthanized and the pancreatic tumors
were measured, harvested, and weighted 2 weeks following
infection. We found that gemcitabine treatment or Myb34.5
infection alone statistically inhibited tumor growth and
tumor weight to similar extent (Fig. 6B and Fig. 6C). How-
ever, combining gemcitabine and Myb34.5 significantly
translates to improved therapeutic efficacy of standard-of-
care chemotherapy, as compared with gemcitabine alone.
Again, treating PDAC tumors using gemcitabine had no
effect on B-myb expression (Fig. 6D). Overall, the in-
tratumoral injection of Myb34.5 exerts a strong antitu-
moral effect against very aggressive experimental PDAC
tumors. In addition, combining targeted HSV-1 viruses with
standard-of-care chemotherapy resulted in a significant
higher inhibition of tumor growth, and warrant further
evaluation at the clinical level.
Discussion
PDAC is one of the most lethal human cancers. This is a
rare disease but since incidence equals mortality, this di-
agnosis sounds like a death sentence for most cases because
of the lack of curative treatment for advanced disease.1
PDAC has a sophisticated network of biological activities
that maintains self-sufficiency in growth signals, is resistant
to endogenous antiproliferative signals, evades apoptosis,
has limitless replicative potential, and undergoes tissue in-
vasion and metastasis.8,25 This heterogeneity stems for the
unchallenged resistance of PDAC to conventional thera-
peutic approaches (chemotherapy, radiotherapy, etc.) and
targeted biotherapies. Consequently, viral therapy has been
regarded as a potential new treatment modality because of
its specificity and high potency. Indeed, oncolytic vir-
otherapy exploits the ability of virus to kill the target cells
FIG. 4. Combination of gemcitabine and Myb34.5 treat-
ments in vitro. Mia PACA-2 pancreatic cancer-derived
human cell lines were treated with gemcitabine and/or
Myb34.5 at the doses indicated. (A) Cell viability was de-
termined 6 days later as described in Materials and Methods.
Data are means – SE of six biological replicates per group
with three experimental replicates. (B) Mia PACA-2 cells
were treated with 0.1 p.f.u. of Myb34.5 and/or 0.1 lM of
gemcitabine. PARP cleavage and B-myb expression were
detected by Western blotting 72 hr later. Data are repre-
sentative of three biological replicates per group with three
experimental replicates. 1, mock; 2, gemzar; 3, Myb34.5; 4,
gemzar +Myb34.5.
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and simultaneously to spread to other target cells.6 How-
ever, a key requirement is that the virus is specifically tar-
geted to the tumor.
A variety of oncolytic viruses such as adenovirus, herpes
simplex virus, influenza virus, Newcastle disease virus, po-
liovirus, vaccinia virus, and reovirus among others have been
developed for cancer therapy, including PDAC.6 HSV-1 is
currently actively investigated in preclinical and phase I to III
clinical trials, as it is prone to genetic engineering to favor
cancer selectivity.11,26
We selected HSV-1-based virus for PDAC therapy be-
cause its safety profile is well documented when injected in
tumors and total cell killing can be achieved rapidly with a
relatively low MOI.11 PKR activation in response to infec-
tion is one of the main cellular defenses against viral ag-
gression. Consequently, many viruses have developed
sophisticated strategies to overcome the resulting shutoff of
protein translation. HSV-1 circumvent the consequences of
PKR activation by expressing the c134.5 protein that inter-
acts with cellular protein phosphatase-1a to dephosphorylate
FIG. 5. Myb34.5 treatment of orthotopic pancreatic xenografts. Mia PACA-2 cells were implanted in the pancreas of
athymic mice. Two weeks later, Myb34.5 was injected in exponentially tumors at the indicated doses. In a second set of
experiment, tumors were injected with F-strain virus. Control mice were injected by vehicle (PBS). (A) Tumor volume was
measured at day 0 and day 15 following intratumoral gene transfer using a caliper. Data are means – SE of eight biological
replicates per group. *p < 0.05; **p < 0.01. (B) Formalin-fixed, paraffin-embedded samples of vehicle or Myb34.5-treated
Mia PACA-2 tumor specimens were stained for hematoxylin and eosin. These specimens showed tumor necrosis, hem-
orrhage (pink area), and inflammatory cell infiltrates (arrows). Representative photomicrographs at 20 ·. Data are
means – SE of three biological replicates per group with three experimental replicates. Pancreatic tissue was harvested for
the analysis of HSV-1 (representative photomicrographs at 40·) (C) or DNA fragmentation by TUNEL assay (representative
photomicrographs at 20·) (D). (E) Quantification of DNA fragmentation (% of apoptotic cells) in each group. Data are
representative of three biological replicates per group with three experimental replicates. *p < 0.05; **p < 0.01, difference
between placebo- and Myb34.5-treated tumors. #p < 0.05, difference between tumors treated with 10e8 p.f.u of Myb34.5
and tumors treated with 10e6 or 10e7 p.f.u of Myb34.5. Color images available online at www.liebertpub.com/hum
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eIF-2a, which prevents from protein translation shutoff.6
However, HSV-1 mutants such as MGH1, which are de-
fective in the c134.5 protein, demonstrate attenuated rep-
lication and virulence also in cancer cells.27 Consequently,
in this work, we used a second-generation replication-
conditional HSV-1 mutant (Myb34.5) in which ICP6 ex-
pression is defective and c134.5 expression is regulated by
the cellular promoter B-myb.16
An important aspect of this study was the investigation of
B-myb promoter activity in PDAC samples. We found that
B-myb RNA is expressed in PDAC-derived cell lines and
experimental tumors, and is much higher in patients’ tu-
mors, as compared with normal adjacent tissue. To our
knowledge, until this study, there have been no reports in the
literature addressing the presence of elevated B-myb in this
tumor type. In addition, these findings indirectly demon-
strate that B-myb promoter is functional and active in
PDAC-derived samples. Last, we found that PDAC-derived
cells also expressed very high levels of RRM-1 and RRM-2,
while we confirm that ENT1 is poorly expressed. Conse-
quently, HSV-1 may exploit the profound alteration of nu-
cleotide synthesis pathway to replicate at high levels in
PDAC cells because of the host cells elevated ribonucleo-
side activity.6 Taken together, our findings strongly suggest
that PDAC is highly permissive to Myb34.5 replication.
We next infected PDAC-derived cell lines with Myb34.5
virus and report for the first time that Myb34.5 significantly
replicates and kills pancreatic cancer cells. Interestingly, we
found that Myb34.5 replication correlated well with the
expression of B-myb, RRM-1, and RRM-2 in PDAC-derived
cell lines. As we previously demonstrated that RNA quan-
tification in fine-needle biopsies of patients’ tumors is fea-
sible and indicative of diagnosis,20 B-myb, RRM-1, and
RRM-2 RNA levels in PDAC tumors could be used for
FIG. 6. Combination of Myb34.5 and gemcitabine strongly impacts pancreatic cancer growth. Mia PACA-2 cells were
implanted in the pancreas of athymic mice. Two weeks later, 10e8 p.f.u. Myb34.5 was injected in exponentially tumors.
Control mice were injected by vehicle (PBS). (A) Non-invasing monitoring of PDAC tumor growth was performed for 28
days before and after intratumoral gene transfer. Results are mean – SD of Lucia levels, expressed as arbitrary units.
(B) Tumor volume was measured using a caliper at day 0 and day 15 following intratumoral infection and gemcitabine
(Gemzar) treatment. Data are means – SE of six biological replicates per group. **p < 0.01; ##p < 0.01 difference between
Gemzar and Gemzar +Myb34.5 study groups. (C) Tumors were weighted 15 days following intratumoral infection and/or
gemcitabine (Gemzar) treatment. Data are means –SE of six biological replicates per group. ***p < 0.005; ##p < 0.01
difference between Gemzar and Gemzar +Myb34.5 study groups. (D) Western blot for B-myb expression in tumors treated
or not by gemcitabine. Data are representative of three biological replicates per group with three experimental replicates.
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patients’ selection in future clinical trials using Myb34.5. In
this study, we could not address the specificity of Myb34.5
for cancer cells as compared with normal pancreatic cells.
We found that the viruses tested during this work replicate
to high levels to kill normal human pancreatic ductal epi-
thelial cells (HPDE; data not shown). These cells, trans-
formed with E6 and E7 HPV proteins, express high levels of
RRM-1, RRM-2, and B-myb and could not be considered as
pertinent controls for our experiments. We are currently
exploring whether organotypic culture model of thick slices
of normal human pancreas may be used to validate Myb34.5
specificity in future studies.28
We next demonstrated that Myb34.5 intratumoral injec-
tion resulted in a profound inhibition of the progression of a
very aggressive experimental model of PDAC. Myb34.5
injection provoked massive tumor necrosis, hemorrhage,
inflammatory cell infiltrate, and scattered tumor cells in
comparison to vehicle-treated tumors. Although the molec-
ular basis of this inhibitory effect requires further investi-
gation, we demonstrate herein that Myb34.5 infection
induces apoptosis in PDAC cells as determined by PARP,
caspase-3 cleavage, and TUNEL assays. Since in our model
the mice used were immunocompromised, we can argue that
the antineoplastic activity of Myb34.5 is dependent on virus
replication and not dependent on host immune responses.
Previous works have reported that the addition of che-
motherapeutic agents to the administration of HSV-1 mu-
tants may produce either a synergistic17 or an antagonist29
antiproliferative effect in vitro. During this study, we found
that gemcitabine had no effect on B-myb expression, both
in vitro and in vivo.
Next, we demonstrated that combining Myb34.5 and
gemcitabine co-treatment led to a very impressive in vitro
antiproliferative effect with massive induction of cell
death by apoptosis. In vivo, standard-of-care chemotherapy
and Myb34.5 administration resulted in a rarely achieved
antitumoral effect in this experimental model, and resulted
in a statistically greater reduction in tumor growth than
chemotherapy alone. The later result may have significant
clinical implications as we demonstrate herein that Myb34.5
and gemcitabine may be used in combination in PDAC
patients, and that Myb34.5 administration may help relieve
PDAC resistance to conventional chemotherapy. Taken to-
gether, we demonstrate for the first time that HSV-1-based
selective Myb.34.5 virus effectively replicates and kills
PDAC-derived cell lines, both in vitro and in vivo. In ad-
dition, we found that combining oncovirotherapy and che-
motherapeutic treatment induces unexpected pancreatic
tumor growth inhibition. The present study design involved
the treatment of existing tumors with Myb34.5 virus, a para-
digm closely related to the clinical scenarios in which this
approach may be employed. We have recently conducted the
first-in-human phase I gene therapy clinical trial in 24 pa-
tients diagnosed with advanced pancreatic cancer (Thergap
clinical trial, ClinicalTrials.gov Identifier NCT01274455).
We demonstrated during this trial the feasibility and the
safety of transfecting PDAC tumors with nonviral vectors
using endoscopic ultrasound (manuscript in review). Inter-
estingly, this route of administration has been used for first-
generation, OncoVEXGM-CSF and HF10 mutant HSV-1 virus
delivery in patient PDAC tumors in early phase clinical
trials.11 The authors reported the absence of adverse side
effects and some therapeutic potential in some patients, thus
encouraging for phase II clinical evaluation and the devel-
opment of new protocols based on tumor oncolysis. While
there clearly remains significant work to be done, our
findings highlight for the first time the therapeutic promise
of using Myb34.5 to treat PDAC tumors and warrant further
clinical evaluation.
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Discussion 
Cette étude a permis de mettre en évidence pour la première fois l’intérêt du virus de 
2ème génération Myb34.5 pour cibler et tuer efficacement les cellules cancéreuses 
pancréatiques.  Dans un premier temps, nous avons mis en évidence un contexte favorable à la 
réplication de Myb34.5 dans les cellules cancéreuses pancréatiques. En effet, B-myb est 
surexprimé dans les lignées cancéreuses pancréatiques mais aussi dans les tumeurs de 
modèles précliniques de cancer du pancréas et enfin, dans les tumeurs de patients de nos 
collections biologiques. Ceci permet une expression importante de la protéine virale γ1 34.5 
dans les cellules cancéreuses pancréatiques. De plus, ces cellules combinent une sur-
expression des deux sous-unités de la ribonucléotide réductase RRM1 et RRM2 avec une 
sous-expression du transporteur hENT1, deux phénomènes qui sont favorables à la réplication 
de Myb34.5. En effet, l'expression importante de ribonucléotide réductase permet de 
compenser la délétion de l'enzyme virale nécessaire à la réplication virale. De plus, Passer et 
ses collaborateurs ont mis en évidence qu'une faible activité de hENT1 augmente la 
réplication virale. En effet, l'utilisation d'antagonistes d'hENT1 (dilazep ou le dypiridamole) 
augmente l'activité des ribonucléotides réductases et donc de la réplication virale (236). Dans 
un deuxième temps, nous avons montré que l’injection intra-tumorale de Myb34.5 dans nos 
modèles agressifs de cancer du pancréas induit une importante inhibition de la progression 
tumorale. Enfin, la combinaison de Myb34.5 avec un traitement à base de gemcitabine induit 
une régression tumorale drastique (de 70%) du fait d’une importante mort cellulaire. 
 
Cette étude a permis de mettre en évidence l’intérêt des virus oncolytiques dans le 
traitement du cancer du pancréas et identifie ainsi une thérapie alternative efficace aux 
thérapies conventionnelles et aux biothérapies. En effet, les propriétés de ce virus permettent 
une dissémination rapide dans la tumeur, avec de faibles MOI (multiplicity of infection) 
initiales. Ceci est particulièrement intéressant du fait de la faible accessibilité des tumeurs 
pancréatiques par les différentes stratégies thérapeutiques utilisées jusqu’alors. De plus, les 
stratégies précédentes de l’équipe (vecteur non viraux de type PEI ou vecteurs lentiviraux) 
visant à éliminer les cellules cancéreuses pancréatiques étaient certes efficaces mais ne 
permettaient pas de cibler toutes les cellules cancéreuses pancréatiques (148,202,149). 
L'intérêt des virus oncolytiques est qu'un plus grand nombre de cellules cancéreuses sont 
infectées grâce à la lyse des cellules cancéreuses puis à la propagation des virions vers les 
cellules tumorales environnantes. Le deuxième avantage de ces virus est le ciblage spécifique 
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des cellules cancéreuses du fait de leur large tropisme mais aussi, et surtout, du fait d’un 
contrôle de ce ciblage et de la réplication virale. Comme montré dans notre article ci-dessus, 
la modification génétique de Myb34.5, à savoir la délétion de la ribonucleotide virale et 
l’expression sous le contrôle du promoteur B-myb de la protéine 34.5 (qui inhibe la réponse 
antivirale), induit une réplication spécifique dans les cellules cancéreuses en épargnant le tissu 
sain. De manière intéressante, une seule injection intra-tumorale de Myb34.5 dans nos 
modèles de xénogreffe orthotopique pancréatique entraine une forte diminution de la 
progression tumorale. Cet effet s’accompagne de nécrose et d’apoptose tumorale, d’un 
recrutement de cellules immunitaires et enfin, d’une désorganisation de la tumeur. Il ne s’agit 
pas de la première démonstration de l’intérêt des virus oncolytiques dérivés de l'herpes pour le 
traitement du cancer du pancréas. En effet, les HSVs sont actuellement évalués en clinique 
pour de nombreuses tumeurs solides dont le cancer du pancréas (NCT01935453). La sécurité 
de ces virus a d’ores et déjà été montrée avec des HSVs de type OncoVEXGM-CSF (HSV 
invalidé pour ICP6 et γ1 34.5 et codant pour le GM-CSF)(182) ou HF10 (mutant spontané de 
la souche sauvage du virus de l'herpes) (181). Concernant les autres virus oncolytiques, la 
Réolysine (virus oncolytique de type réovirus) est également évaluée en clinique pour le 
traitement du cancer du pancréas. La sécurité et la faisabilité de l’utilisation de ce type de 
virus ont été mises en évidence en phase I/II en 2011 aux Etats-Unis avec un bénéfice clinique 
de 39% sur la médiane de survie (162). Les adénovirus ont également prouvé leur efficacité 
dans des modèles précliniques de cancer du pancréas et certains dont VCN-01 (adénovirus 
modifié, exprimant une hyaluronidase) sont actuellement étudiés en clinique (186). Plus 
récemment, des adénovirus exprimant de l’IFN sous le contrôle du promoteur de la 
cyclooxygénase ont montré une efficacité importante (réduction de la croissance tumorale de 
55%) sur des tumeurs sous-cutanées de lignées cancéreuses pancréatiques chez le hamster 
doré de Syrie (237).  
 
L’originalité de notre approche est que nous avons pour la première fois mis en 
évidence que les cellules cancéreuses pancréatiques présentent un contexte favorable à la 
réplication d'un virus oncolytique. Aux vues de l’efficacité de notre stratégie, à savoir une 
réduction de 70% de la masse tumorale suite à la combinaison de l’infection par My34.5 et du 
traitement chimiothérapeutique, nous envisageons un transfert en clinique de notre approche. 
Il sera tout de même nécessaire, avant ce transfert, d’effectuer des analyses complémentaires 
sur des modèles précliniques de cancer du pancréas immunocompétents pour confirmer les 
données de la littérature qui sont en faveur d’une action positive du système immunitaire dans 
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cette approche. Enfin, d'autres structures devront effectuer l'étude préclinique de Myb34.5 
visant à déterminer la biodistribution et la toxicité de ce virus.  
 
Conclusions de l’article : 
- Myb34.5 cible et tue spécifiquement les cellules tumorales pancréatiques in vitro et in 
vivo. 
 
- La combinaison de l’oncovirothérapie et de la chimiothérapie présente un effet 
synergique induisant une inhibition de la progression tumorale et une mort cellulaire. 
 
- L’utilisation des virus oncolytiques n’engendre pas de toxicité in vivo. 
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III- Conclusion et Perspectives 
Le cancer du pancréas est la quatrième cause de décès par cancer dans le monde. 
L'explication de cette réalité trouve sa réponse essentiellement dans le diagnostic tardif de la 
maladie du fait d’une absence de symptômes et de traitements efficaces des formes avancées 
de ce cancer (238).  
Ainsi, de nombreuses équipes cherchent à identifier des marqueurs qui permettraient 
soit de détecter des formes pré-néoplasiques pour empêcher le développement de la 
pathologie soit d'effectuer un diagnostic précoce, à un stade opérable de la maladie, dans le 
but de prolonger la durée de vie des patients. Néanmoins, à l’heure actuelle, 85 % des patients 
sont non opérables et les traitements qui leur sont proposés n’améliorent que très peu leur 
durée de vie. La faible efficacité des biothérapies, de la radiothérapie et de la chimiothérapie 
développés jusqu'alors, est liée aux caractéristiques spécifiques de ce cancer que sont une 
hypo-vascularisation de la tumeur, une hétérogénéité cellulaire et une réaction desmoplasique 
importante qui sont autant de facteurs de résistances aux traitements actuels proposés aux 
patients. Cette faible efficacité malgré l'amélioration des thérapies et de leur bio distribution 
(augmentation de la gemcitabine intra-tumorale de 60 % dans des modèles murins traités par 
la combinaison d’un traitement à base de gemcitabine avec l’inhibiteur de la voie SHH, 
saridegib (110)) laisse suggérer une résistance intrinsèque aux cellules cancéreuses. De ce 
fait, modifier la cellule cancéreuse pancréatique pourrait améliorer la réponse au traitement. 
Pour cela, la thérapie génique, apparait comme une stratégie de choix pour améliorer la prise 
en charge des patients atteints d’un cancer du pancréas. 
 
C’est ce que nous avons pu mettre en évidence en menant le premier essai clinique de 
thérapie génique non virale pour les formes avancées de cancer du pancréas dépourvues à 
l'heure actuelle de traitement efficace (Essai TherGap). Nous avons ainsi montré la faisabilité 
et la sécurité de notre approche visant à surexprimer deux enzymes clés du métabolisme de la 
gemcitabine que sont DCK:UMK et le récepteur à la somatostatine SSTR2 (fonctions anti-
proliférative et pro-apoptotique), le tout transféré par du PEI. L’ADN médicament porte le 
nom de CYL-02. Au terme de cet essai, des évidences d’efficacité du CYL-02 en 
combinaison avec le traitement de référence à base de gemcitabine ont été mis en évidence 
pour les patients localement avancés: la survie à un an des patients représente 66 % alors 
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qu'elle est de 18 % pour les patients traités seulement avec la gemcitabine dans des cohortes 
historiques (52). 
 
Néanmoins les résultats de l’essai TherGap suggèrent un plateau thérapeutique au-delà 
duquel les cellules résistent au traitement. En effet, même si cela n'est pas l'objectif d'une 
phase I, nous avons mis en évidence que malgré l’augmentation de la dose d’ADN 
thérapeutique, nous ne parvenons pas à augmenter l'efficacité en termes de survie sans 
progression. Ce résultat suggère que des mécanismes additionnels de chimiorésistance restent 
à être identifiés et ciblés pour proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques. Pour cela, une 
RT-PCR en temps réel par micro-fluidique a été réalisée sur les tumeurs de patients de nos 
cohortes biologiques, en ciblant deux groupes, les meilleurs (survie globale de 7 à 24 mois) et 
les mauvais (survie globale de 1 à 6 mois) répondeurs au traitement par gemcitabine, en 
l’absence de traitement par thérapie génique. Cette étude a permis l’analyse comparative de 
l’expression de 64 gènes dont l'expression est connue pour être altérée dans le cancer du 
pancréas et/ou qui sont impliqués (directement ou indirectement) dans le métabolisme de la 
gemcitabine. Nous avons fait le choix durant ce travail de thèse de nous focaliser sur des 
gènes impliqués directement dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses pancréatiques 
dont l'expression de l’ARNm augmente chez les patients qui résistent au traitement. Selon ces 
critères, seul l'ARNm de la CDA est surexprimé dans les tumeurs de patients dont la survie 
globale est inférieure à 6 mois sous traitement.  
 
 Par la suite, nous avons confirmé une surexpression de la CDA dans les cellules 
cancéreuses pancréatiques. Cette surexpression a d'ores et déjà été mesurée par Funamizu et 
ses collaborateurs suite à la surexpression de la DCK combinée à un traitement à base de 
gemcitabine (228). La surexpression de la CDA a également été caractérisée dans certaines 
lignées cancéreuses mammaires, à savoir les lignées MDA-231 et MDA-436 (239) et dans la 
lignée myéloblastique THP-1 issue d'une leucémie aigue myéloïde (AML) de l'enfant (sans 
syndrome de Down) (240). Concernant la lignée THP-1, les auteurs ont mis en évidence que 
cette surexpression (de 2.7 fois) de la CDA est due à une mutation activatrice du facteur de 
transcription GATA1 responsable de l'activation du promoteur de la CDA. Les données de la 
littérature concernant la régulation de l'expression de la CDA dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques mettent en évidence qu'une surexpression de cette enzyme est en partie régulée 
par les macrophages péri-tumoraux (241). En effet, les macrophages de type M2 du 
microenvironnement tumoral sécrètent de l’IL4 qui induit une augmentation de l’expression 
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de la CDA de l’ordre de 75 fois dans les cellules tumorales pancréatiques (242). De manière 
intéressante, il est décrit que les cellules cancéreuses pancréatiques expriment des taux 
importants de récepteur à l’IL4 mais également d’IL4. Contrairement à ces phénomènes de 
surexpression, il est décrit qu'une sous-expression de la CDA est observée notamment dans le 
cas de SNP (single nucleotide polymorphism) de son gène ou encore via une régulation  par  
miR-484 dans le cancer du sein (239). De plus, une régulation post-traductionnelle est 
observée sous l'effet des espèces réactives de l'oxygène (ROS) qui induisent alors la 
dégradation de la CDA par le protéasome (75). De manière intéressante certains organes tels 
que le foie et la rate sur-expriment la CDA. L’équipe de Saunthararajah a décrit le foie 
comme « sanctuaire » des cellules cancéreuses car elles y sont protégées de l'action d'anti-
métabolite (243). En effet, les cellules myéloïdes se réfugient dans le foie et échappent ainsi à 
l’action de la chimiothérapie. 
 Par la suite, nous avons montré que la CDA est surexprimée dans le tissu tumoral par 
rapport au tissu sain adjacent des patients. L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques de la CDA 
présente de ce fait un index thérapeutique intéressant.  Cependant, à l'heure actuelle, les seuls 
inhibiteurs disponibles de la CDA sont non spécifiques. Il sont au nombre de trois: 1- Le 
tétrahydrouridine (THU) inhibe l’activité la CDA en bloquant son site actif (244). Son 
innocuité a d'ores et déjà été montrée en clinique (245). Il  est actuellement évalué en phase 
I/II combiné au 5-fluoro-2-déoxycytidine (pro-drogue du 5-FU) dans les cancers du sein 
(NCT01479348), de la vessie (NCT00978250) et enfin  pour les leucémies aigues myéloïdes 
(NCT01041443) 2- La zébularine est une ribonucléosidepyrimidone inhibitrice de la 
méthylation de l’ADN et de la cytidine désaminase (246). L'innocuité de cette molécule a été 
montrée sur un modèle murin de cancer du colon (souris ApcMin/+ (Min)) traité durant 7 jours 
par de la zébularine diluée dans l'eau de boisson. De plus, les auteurs ont mis en évidence que 
la zébularine prévient la formation de polypes intestinaux sur leur modèle murin femelle 
(247). 3- Le nab-pacliaxel, molécule chimiothérapeutique de la famille des taxanes, 
initialement utilisée pour potentialiser l'effet de la gemcitabine s'est révélée être un inhibiteur 
de la CDA. En effet, ce dernier induit une diminution du taux protéique de la CDA via un 
environnement oxydatif engendré par les ROS (75). Le nab-paclitaxel ou Abraxane, est 
commercialisé et utilisé dans le traitement de l’adénocarcinome pancréatique.  
 Notre travail confirme que l’invalidation de la CDA chimiosensibilise les cellules 
cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine. Par contre, nous avons pour la première fois mis 
en évidence que l’invalidation génique de cette enzyme (jusqu'alors connue pour son rôle 
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dans la détoxification de la gemcitabine) induit une diminution de la prolifération, une mort 
cellulaire par apoptose et un ralentissement de la progression tumorale en absence de 
chimiothérapie. La caractérisation de ces processus a mis en relief une signature 
mitochondriale (altération de l'expression de protéines mitochondriales impliquées dans la 
production d’acétyl-CoA, la β-oxydation, le cycle de Krebs, la chaîne respiratoire et la 
production de ROS) suite à l’invalidation de la CDA dans les cellules cancéreuses 
pancréatiques. Cette signature engendre une reprogrammation énergétique du fait d'une 
perturbation de la synthèse des nucléotides, d'une diminution de la respiration cellulaire 
effectuée par la chaîne respiratoire et d'un stress oxydant. Nous qualifions ces processus de 
reprogrammation énergétique car la cellule cancéreuse pancréatique, suite à l’invalidation de 
la CDA, présente une altération des grandes fonctions mitochondriales et par conséquent, est 
contrainte d’adapter son métabolisme à ces perturbations. Il est décrit dans la littérature que la 
synthèse des pyrimidines est liée par l'intermédiaire de la DHODH à la chaîne respiratoire. En 
effet, cette enzyme est localisée dans la membrane interne de la mitochondrie où elle catalyse 
l'oxydation du DHO en orotate tout en transférant des électrons à l'ubiquinone de la chaîne 
respiratoire pour la réduction par le complexe I de la FMN (flavine mononucléotide) (248). 
L'expression de la DHODH est augmentée dans différents cancers dont le cancer du colon, du 
sein et du rein, mais elle n'est pas décrite comme dérégulée dans le cancer du pancréas (249). 
Il est décrit dans la littérature que la DHODH se lie aux complexes II et III de la chaîne 
respiratoire et qu'une dysfonction du complexe III bloque l'activité de la DHODH (250). En 
effet, Khutornenko et ses collaborateurs ont mis en évidence dans une lignée cancéreuse de 
colon (RKO) que l'invalidation du complexe III par de l'antimycine A bloque la chaîne 
respiratoire mais aussi l'action de la DHODH, ce qui empêche la synthèse des nucléotides et 
induit une mort cellulaire par apoptose (251). Nous pouvons donc supposer que les cellules 
cancéreuses pancréatiques invalidées pour la CDA présentent une diminution de la 
biosynthèse des pyrimidines et une diminution de l'expression de protéines de la chaîne 
respiratoire du fait d'une dérégulation de la DHODH. Néanmoins aucun lien entre l'expression 
de la CDA et l'activité de la DHODH n'est actuellement décrit. Krungkrai et ses 
collaborateurs ont quant à eux mis en évidence que l'action de la DHODH induit la formation 
d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) (252). Plus récemment, il a été montré qu'une 
déplétion en DHODH engendrée par un siARN dans des cellules HeLa perturbe le taux 
cellulaire de ROS et plus précisément induit une augmentation des ROS mitochondriaux 
(250). Ces données confirment notre hypothèse étant donné que nous mesurons un stress 
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oxydant engendré par une augmentation des ROS mitochondriaux dans la lignée invalidée 
pour la CDA. 
 Concernant notre étude sur le ciblage de la CDA en présence de chimiothérapie, nous 
mesurons que le ciblage de la CDA combinée à un traitement à base de gemcitabine se traduit 
par un effet synergique sur la prolifération cellulaire in vitro et un effet chimiostatique in vivo. 
Enfin, nos résultats préliminaires montrent l’intérêt de la combinaison de la surexpression de 
la DCK (un des gènes utilisés durant l’essai TherGap) et de l’invalidation de la CDA avec un 
traitement à base de gemcitabine pour tuer plus efficacement les cellules tumorales.  
 Nous avons également développé d’autres stratégies de chimiosensibilisation des 
cellules cancéreuses pancréatiques à la gemcitabine avec notamment le ciblage du microARN 
oncogénique miR-21. En effet, les microARNs dont miR-21 jouent un rôle majeur dans la 
chimiorésistance des cellules cancéreuses en modifiant la réponse aux traitements grâce au 
ciblage de protéines clés impliquées notamment dans la mort cellulaire. On parle alors de 
mécanismes indirects de chimiorésistance. Nous nous sommes plus particulièrement focalisé 
sur miR-21 que notre équipe a montré comme surexprimé dès les stades pré-néoplasiques de 
cancer du pancréas et qui est associé à un mauvais pronostic tous cancers confondus. Pour 
cette étude (Annexe 3), l’invalidation in vitro et in vivo de miR-21 a été effectuée grâce aux 
vecteurs lentiviraux dont nous avions d’ores et déjà prouvé l’efficacité pour transduire les 
cellules cancéreuses pancréatiques (153). L’invalidation in vitro de miR-21 grâce à un vecteur 
lentiviral codant pour une séquence anti-sens de ce dernier, révèle une inhibition de la 
prolifération des cellules cancéreuses pancréatiques et une induction d’apoptose par la voie 
mitochondriale. Aux vues de ces résultats, nous avons ensuite évalué l’impact de 
l’invalidation de miR-21 sur la progression tumorale et la réponse au traitement par 
gemcitabine. Pour cela, ce vecteur lentiviral a été injecté dans les tumeurs de nos modèles de 
xénogreffes orthotopiques pancréatiques. Dans un premier temps, nous avons mis en évidence 
que ces vecteurs viraux étaient bien tolérés in vivo (pas d’altération de l’état général des 
animaux) et qu’ils permettaient d’invalider efficacement miR-21. Cette injection révèle 
également que le ciblage in vivo de miR-21 stoppe la progression tumorale. De manière 
intéressante, deux semaines après l’injection intra-tumorale du vecteur lentiviral, l’analyse des 
coupes de tumeurs témoigne d’un phénomène d’apoptose, de nécrose et d’une augmentation 
de l’angiogenèse intra-tumorale (du fait de l’augmentation de RhoB consécutivement au 
ciblage de miR-21). Cette augmentation de l’angiogenèse laisse présager une amélioration de 
la perfusion des tumeurs et donc une meilleure efficacité de la chimiothérapie. De ce fait, 
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nous avons ensuite combiné l’invalidation de miR-21 avec un traitement à base de 
gemcitabine. De manière très intéressante, même si cette stratégie ne s’accompagne pas d’un 
effet potentialisateur in vitro, cette combinaison révèle une régression tumorale traduisant 
ainsi une chimiosensibilisation des cellules cancéreuses pancréatiques in vivo. Ce travail met 
donc en évidence l’intérêt de cibler les microARNs pour améliorer la réponse aux traitements 
chimiothérapeutiques. 
 En marge de ce travail fondamental, nous sommes conscients qu’un des facteurs 
limitants de l’approche innovante utilisée dans l’essai TherGap est la faible efficacité de 
transfert de gène dans les cellules cancéreuses pancréatiques. De ce fait, nous avons recherché 
de nouveaux vecteurs, plus efficaces que les vecteurs non viraux, pour la thérapie génique du 
cancer du pancréas. Ce travail de thèse, concernant le ciblage de la CDA ou de miR-21, a 
permis de contribuer à la mise en évidence de l'excellente efficacité des vecteurs lentiviraux 
pour le transfert de gène intra-tumoral (Article N°2, Annexe N°3); cependant, et ce malgré 
une amélioration significative de l'efficacité de transfert de gène, il demeure impossible à 
l'heure actuelle d'atteindre toutes les cellules d'une tumeur afin non seulement d'obtenir l'effet 
thérapeutique maximal, mais aussi d'empêcher les rechutes. Nous nous sommes donc 
intéressés aux virus dérivés de l’herpes simplex et plus particulièrement au virus de deuxième 
génération Myb34.5. Ces virus oncolytiques présentent l'intérêt majeur de répliquer, de se 
propager et de coloniser les tumeurs infectées. Dans ce cas, l'efficacité initiale d'infection des 
cellules tumorales est en théorie un facteur bien moins limitant que dans le cas de vecteurs 
non réplicatifs décrits ci-dessus. Ainsi, nous avons, pour la première fois, mis en évidence que 
les cellules cancéreuses pancréatiques sont hautement permissives à la réplication de ce type 
de virus du fait de la surexpression de B-myb, RRM1 et 2 et de la faible expression d’ENT1. 
Nous avons montré in vivo, sur des coupes histologiques, que ce virus réplique 
spécifiquement et efficacement dans les cellules cancéreuses pancréatiques, tout en épargnant 
le tissu sain, contrairement à la souche sauvage non génétiquement "ciblée" aux cellules 
cancéreuses. De plus, nous avons démontré l'intérêt de combiner Myb34.5 avec le traitement 
de référence à base de gemcitabine, mesurant ainsi une diminution de 70 % de la masse 
tumorale en réponse à ce traitement combinatoire. La conclusion de ce travail établit donc les 
virus oncolytiques dérivés d'HSV-1 comme des virus de choix pour cibler et éliminer les 
cellules cancéreuses pancréatiques.  
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En perspective de ces travaux de thèse, il serait intéressant de mettre en place deux 
types de stratégies. Tout d'abord, il sera nécessaire de valider dans nos modèles 
expérimentaux in vitro et in vivo la stratégie combinatoire de surexpression de la DCK et 
d'invalidation de la CDA, combinée au traitement par gemcitabine et de définir les 
mécanismes mis en jeu. Dans un deuxième temps, nous étudierons l'intérêt des virus 
oncolytiques armés de ces gènes chimiosensibilisants dans nos modèles expérimentaux et 
animaux de cancer du pancréas afin de proposer un système de transfert de gène plus efficace. 
 
Néanmoins, le seul ciblage du métabolisme de la gemcitabine suffit-il à éradiquer 
efficacement les cellules tumorales? Une des limites de ce travail a résidé dans le ciblage 
exclusif de la cellule tumorale. Hors, la tumeur pancréatique ne se résume pas aux seules 
cellules cancéreuses mais aussi à son microenvironnement tissulaire et cellulaire qui 
interagissent notamment pour accroître la prolifération des cellules tumorales pancréatiques et 
pour réduire leur chimiosensibilité. Comme exemple, les CAFs du microenvironnement 
activent notamment la voie PI3K/AKT dans les cellules tumorales pancréatiques ce qui 
engendre la sécrétion d’IL6, cytokine chimioprotectrice (84). De plus, la forte réaction 
desmoplasique constitue une barrière physique à l’action de la chimiothérapie. Concernant le 
système immunitaire, cet élément contribue à la chimiorésistance des cellules cancéreuses 
pancréatiques car les macrophages péri-tumoraux induisent une augmentation de l’expression 
de la CDA dans les cellules cancéreuses pancréatiques (241). Enfin, la défaillance de ce 
système induit un échappement des cellules tumorales et donc contribue indirectement à leur 
prolifération accrue (253). Il sera donc indispensable d’agir sur ces trois composantes afin de 
mieux contrecarrer la progression tumorale.  
 
Il est important de souligner que de réelles avancées ont été effectuées pour combattre 
la défaillance immunitaire grâce à la thérapie génique et plus précisément à l’immunothérapie. 
Pour le cancer du pancréas les principales avancées recensées concernent les vaccins 
cellulaires, les vaccins viraux et enfin les TCR chimériques.  
Concernant les vaccins cellulaires, il y a notamment le GVAX (cellules tumorales 
pancréatiques allogéniques sécrétant du GM-CSF) qui a été développé et étudié en clinique en 
combinaison avec une injection de cyclophosphamide (Cy, inhibant les lymphocytes T 
régulateurs) puis de CRS-201 (listeria monocytogenes atténuée exprimant la mésothéline) 
(254). Cette essais de phase II a été réalisé sur 90 patients atteints d'un cancer du pancréas 
métastatique dont 61 (bras A) ont été traités par deux doses de Cy/GVAX puis quatre doses 
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de CRS-201 et 29 (bras B) par six doses de Cy/GVAX (traitement toutes les trois semaines). 
Cet essai a permis de mettre en évidence une faible toxicité et un prolongement de la survie 
globale de 9.7 mois pour le bras A et 4.6 mois pour le bras B à l'issue de trois traitements puis 
de 6.1 mois pour le bras A contre 3.9 mois pour le groupe B à l'issue des six traitements. La 
combinaison Cy/GVAX et CRS-201 induit un prolongement de la survie globale dû à une 
activation accrue des lymphocytes T CD8+.  
Concernant les vaccins viraux, le virus de la vaccine est principalement utilisé en 
thérapie anti-cancéreuse. Notamment le PANVACTM-VF correspondant à la combinaison 
d’un virus de la vaccine (PANVAC-V) exprimant l’antigène carcino-embryonnaire (CEA), la 
mucine-1 (MUC-1) avec trois molécules co-stimulatrices B7.1, ICAM- 1 et LFA- 3 
(TRICOM) et le virus de la variole exprimant les mêmes antigènes et molécules de 
stimulations que le PANVAC-V (PANVAC-F). Il est actuellement évalué en clinique dans un 
essai de phase III en combinaison avec le GM-CSF pour des patients atteints d’un cancer du 
pancréas métastatique (NCT00088660) (255). Cette combinaison a été évaluée en phase I/II 
sur 10 patients qui ont été vaccinés par PANVAC-V puis trois fois par PANVAC-F pour 
stimuler l’effet de PANVAC-V. Les résultats sont qu’une production de lymphocytes T 
spécifiques des antigènes portés par le PANVACTM-VF et d’anticorps dirigés contre le virus a 
été observée chez 62,5 % des patients. Pour ces derniers, la survie globale est de 15,1 mois 
alors qu’elle est de 3,9 mois pour le groupe « non répondeur » (256).   
Enfin, des lymphocytes T exprimant des TCR chimériques également appelés 
récepteurs d’antigènes chimériques (CAR) ont été développées (257). Ces cellules T 
effectrices (CAR-T) d'un patient, modifiées génétiquement avec un récepteur synthétique, 
permettent de générer une réponse immunitaire spécifique d'une tumeur. Parmi les CAR-T 
développés pour le traitement du cancer du pancréas, le CAR-T mésothéline correspondant à 
des lymphocytes T cytotoxiques qui expriment des CAR spécifiques de la mésothéline 
(fraction variable de chaîne légère d'anticorps dirigés contre l'ARNm de la mésothéline) ont 
été développés. La mésothéline est une protéine fortement surexprimée par les cellules 
cancéreuses pancréatiques (258). Cette protéine est qualifiée d'antigène associé aux tumeurs et 
est immunogénique. Un essai de phase I a été effectué chez l'homme et s'est terminé en 
janvier 2015 (NCT01897415) mais aucun résultat n'a encore été publié. Un autre essai de 
phase I est actuellement en cours chez des patients atteints de différents cancers dont les 
cancers du pancréas, de l'ovaire et de la plèvre pour étudier la combinaison du CAR-T 
mésothéline avec un traitement à base de cyclophosphamide (agent alkylant) 
(NCT02159716).  Néanmoins, la faisabilité, la sécurité et l'efficacité anti-tumorale a déjà été 
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montré chez l'homme pour des patients atteints de mésothéliome pleural malin (cancer de la 
plèvre) (NCT01355965) (258). 
 
Les données de la littérature l'illustrent, le ciblage des cellules tumorales (essai 
TherGap, essai TNFerade) ou du microenvironnement (inhibiteur de la voie Sonic Hedgehog) 
ou enfin, du système immunitaire (cellules T modifiées par des TCR chimériques) 
s'accompagne de réponses thérapeutiques manifestes, mais pas suffisantes en soi pour offrir 
un bénéfice clinique important. De ce fait, pourquoi ne pas combiner ces différentes 
stratégies? L’avenir de la thérapie génique réside donc peut être dans une approche 
rationnelle de stratégies combinatoires antitumorales. 
 
Des études précliniques ont montré que l'inhibition de la réaction desmoplasique 
permet une meilleure diffusion de la gemcitabine dans la tumeur. En effet, l’injection 
intraveineuse de l’inhibiteur de hyaluronidase PEGPH20 dans le modèle murin KPC aboutit à 
une augmentation de 40 % de la perfusion de la tumeur (114). Néanmoins, malgré cette 
amélioration de la bio-distribution, des cellules cancéreuses pancréatiques résistent au 
traitement ce qui suggère une résistance intrinsèque à la cellule tumorale. Il semble donc 
nécessaire d'accroître la capacité des cellules cancéreuses pancréatiques à métaboliser la 
gemcitabine, notamment grâce aux approches de thérapies géniques proposées dans cette 
thèse peut permettre de moduler l'expression d'acteurs clés de cette métabolisation. Il serait 
donc très intéressant de combiner des inhibiteurs de la voie sonic hedgehog ou des 
hyaluronidases avec un transfert de gène chimiosensibilisant dans nos modèles expérimentaux 
de cancer du pancréas. Cette combinaison devrait engendrer en outre une destruction massive 
de la tumeur et donc une libération accrue d'antigènes tumoraux. Ces derniers pourraient alors 
solliciter le système immunitaire et donc induire le recrutement de différents effecteurs 
cellulaires et humoraux au niveau de la tumeur primaire mais aussi et surtout au niveau des 
métastases. Si ce n’est pas le cas, il sera possible d’associer à cette combinaison des stratégies 
d’immunothérapies telles que l'utilisation d'inhibiteurs des checkpoints actuellement en essai 
clinique pour le cancer du pancréas (NCT01313416, NCT01473940) et dont l'efficacité n'est 
pas encore démontrée lorsque utilisés seuls chez l'homme (anticorps anti-PD-1, anti PDL-1, 
anti CTLA4) ou la production de cellules immunocompétentes génétiquement modifiées de 
type TCR ou CAR-T spécifiques des cellules tumorales pancréatiques. 
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Néanmoins, le problème de ces stratégies combinatoires réside dans la complexité de 
leur mise en œuvre notamment du fait de trois difficultés. 
 
 La première difficulté est une importante hétérogénéité tumorale entre les patients 
d'une part et d’autre part, entre les tumeurs d'un même patient (entre la tumeur primaire et les 
métastases). Ceci soulève deux problèmes majeurs, comment proposer une stratégie unique 
alors que chaque patient, quoique initialement diagnostiqué sur des critères principalement 
histologiques, présente une mutation ou une altération de l'expression génique qui lui est 
propre ? Comment également éradiquer un cancer si la thérapie génique ne cible qu'une 
mutation ou une altération de l’expression génique présente dans la tumeur primaire ? Notre 
approche de modification des cellules cancéreuses pancréatiques n'a pas pour ambition d'être 
universelle étant donné l'hétérogénéité du cancer du pancréas. Il sera donc important de mettre 
en place un mode de sélection des patients éligibles à notre approche. Pour cela, sur un 
prélèvement de la tumeur par FNA lors du diagnostic, nous étudierons d'une part la 
constitution tissulaire (un stroma peu développé, signe de promiscuité des cellules tumorales, 
favorise la réplication virale) et d'autre part des facteurs géniques (notamment l'étude de 
l'expression des enzymes clés du métabolisme de la gemcitabine). Cette stratégie a pour but le 
développement de thérapies individualisées afin d'obtenir une efficacité thérapeutique 
maximale chez des patients dont le traitement pourrait désormais dépendre non seulement de 
l'information histologique et tissulaire, mais aussi de la spécificité génétique de sa masse 
tumorale. 
 
  La deuxième difficulté est de déterminer la séquence des traitements pour optimiser 
au mieux les stratégies combinatoires et ainsi prétendre à un effet primaire maximal. Pour 
cela, nous étudierons l’effet de la séquence des traitements sur des modèles expérimentaux de 
cancer du pancréas. Nous procèderons dans un premier temps au ciblage de la voie SHH dans 
la tumeur suivi du transfert de gène visant à chimiosensibiliser les cellules cancéreuses 
pancréatiques par thérapie génique. Il est d'ailleurs fort à parier que la diminution de la 
pression interstitielle consécutive au ciblage du stroma devrait favoriser l'efficacité de 
transfert de gène de nos vecteurs. Dans un troisième temps, après « modification » des 
cellules cancéreuses, la gemcitabine sera injectée et devrait elle aussi bénéficier d'une 
meilleure diffusion suite au ciblage du stroma comme cela a été précédemment rapporté. 
Nous étudierons également si des modifications de la séquence d'action, notamment dans le 
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cas où le traitement à base de gemcitabine et d'inhibition du stroma précède le transfert de 
gène, permet d'améliorer l'index thérapeutique de notre approche. 
 
• La troisième difficulté est qu'il sera évidemment nécessaire de déterminer les 
éventuels effets secondaires de ces combinaisons car chaque stratégie présente ses propres 
effets secondaires qui peuvent être alors, dans le cas de stratégies combinatoires, cumulatifs. 
 
Enfin, au-delà des questionnements scientifiques, les contraintes économiques liées à 
la thérapie génique sont également à prendre en considération. En effet, l'usage de la thérapie 
génique anticancéreuse reste de nos jours limité car le développement de ces bioprocédés 
complexes est extrêmement onéreux. Dans un autre contexte, le Glybera (vecteur adénoviral 
codant pour une lipoprotéine lipase), premier produit de thérapie génique commercialisé en 
Europe depuis 2013 pour soigner les déficits héréditaires en lipoprotéine lipase pancréatique, 
coûte 1,25 millions d’euros par patient. Le Glybera est ainsi qualifié de soin le plus onéreux 
sur le marché, ce qui a retardé sa mise en vente et son utilisation malgré son intérêt clinique 
connu et reconnu. Le vaccin cellulaire Provenge basé sur des cellules dendritiques ciblant la 
phosphatase acide prostatique présente également un coût par patient conséquent (70 000 
euros) pour un bénéfice clinique limité (4.5 mois de survie en plus) (259). Ces dépenses 
importantes de production et le nombre limité de patients pouvant bénéficier de ce type de 
thérapie ont provoqué la faillite en 2014 de l’entreprise Dendreon chargée de son 
développement.  
 
Néanmoins, dans le cas du cancer du pancréas, la thérapie génique répond à un réel 
besoin du fait de l'absence de traitements efficaces. De plus, si nous sélectionnons puis 
regroupons les patients éligibles à une même stratégie de thérapie génique anticancéreuse, 
cela permettra de s’assurer une meilleure chance de succès pour ce traitement. Enfin, les 
protocoles de thérapie génique que nous développons pour le cancer du pancréas peuvent 
aussi trouver une application dans d'autres cancers. En effet, la stratégie visant à invalider la 
CDA par thérapie génique peut également être appliquée au traitement des leucémies aigues 
myéloïdes en combinaison avec la cytarabine (260,261) ou au traitement du cancer du 
poumon non à petites cellules combinée à la gemcitabine (262). Il serait donc très intéressant 
de mettre en place des collaborations avec des groupes de recherche référents dans ces 
thématiques afin de proposer de nouvelles stratégies thérapeutiques innovantes pour la prise 
en charge de ces cancers. 
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 Malgré les limites qui viennent d’être décrites, il est cependant indispensable de 
poursuivre les recherches en thérapie génique anticancéreuse car les résultats expérimentaux 
de cette thèse et les données de la littérature offrent un réel espoir. Il est évident qu’il sera 
relativement plus difficile d’obtenir des résultats dans des approches anti-cancéreuses aussi 
probants que ceux obtenus pour la thérapie génique correctrice de maladies monogéniques 
(Immunodéficiences sévères, Hémophilie B ou encore Hypercholestérolémie). Dans ce 
dernier cas, bien souvent, la réexpression en faible quantité d'une protéine normale dans un 
nombre limité de cellules engendre une pression de sélection positive sur la cellule 
génétiquement modifiée qui offre un bénéfice sur la survie des patients, à apposer à l'objectif 
de la majorité des thérapies anticancéreuses, qui est de tuer le maximum de cellules 
tumorales. Comme nous l’avons rappelé, la thérapie génique anticancéreuse est bien plus 
complexe. Néanmoins dans les années à venir, si nous parvenons à proposer des stratégies 
combinatoires incluant un transfert de gène thérapeutique et adaptées au profil 
d’expression génique du patient, c'est à dire en remettant la cellule cancéreuse et son 
microenvironnement au centre des débats, nous pouvons espérer un jour, améliorer 
significativement la durée de vie des patients atteints d’un cancer du pancréas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
138
 
 
 
 
Références 
bibliographiques 
139
 140
 
1.  Friedlander SYG, Chu GC, Snyder EL, Girnius N, Dibelius G, Crowley D, et al. Context-
Dependent Transformation of Adult Pancreatic Cells by Oncogenic K-Ras. Cancer Cell. 2009 Mar 
11;16(5):379–89.  
2.  Muniraj T, Jamidar PA, Aslanian HR. Pancreatic cancer: A comprehensive review and update. 
Dis Mon. 2013 Nov;59(11):368–402.  
3.  Garrido-Laguna I, Hidalgo M. Pancreatic cancer: from state-of-the-art treatments to promising 
novel therapies. Nat Rev Clin Oncol. 2015 Mar 31;  
4.  Hidalgo M. Pancreatic cancer. N Engl J Med. 2010 Apr 29;362(17):1605–17.  
5.  Bruenderman EH, Martin RCG. High-risk population in sporadic pancreatic adenocarcinoma: 
guidelines for screening. J Surg Res. 2015 Mar;194(1):212–9.  
6.  Bartsch DK, Gress TM, Langer P. Familial pancreatic cancer--current knowledge. Nat Rev 
Gastroenterol Hepatol. 2012 Aug;9(8):445–53.  
7.  Tanaka M, Fernández-del Castillo C, Adsay V, Chari S, Falconi M, Jang J-Y, et al. International 
consensus guidelines 2012 for the management of IPMN and MCN of the pancreas. Pancreatol 
Off J Int Assoc Pancreatol IAP Al. 2012 Jun;12(3):183–97.  
8.  Giardiello FM, Welsh SB, Hamilton SR, Offerhaus GJ, Gittelsohn AM, Booker SV, et al. 
Increased risk of cancer in the Peutz-Jeghers syndrome. N Engl J Med. 1987 Jun 
11;316(24):1511–4.  
9.  Vasen H f. a., Gruis N a., Frants R r., van der Velden P a., Hille E t. m., Bergman W. Risk of 
developing pancreatic cancer in families with familial atypical multiple mole melanoma 
associated with a specific 19 deletion of p16 (p16-Leiden). Int J Cancer. 2000 Sep 15;87(6):809–
11.  
10.  Whitcomb DC, Gorry MC, Preston RA, Furey W, Sossenheimer MJ, Ulrich CD, et al. Hereditary 
pancreatitis is caused by a mutation in the cationic trypsinogen gene. Nat Genet. 1996 
Oct;14(2):141–5.  
11.  Pelaez-Luna M, Robles-Diaz G, Canizales-Quinteros S, Tusié-Luna MT. PRSS1 and SPINK1 
mutations in idiopathic chronic and recurrent acute pancreatitis. World J Gastroenterol WJG. 2014 
Sep 7;20(33):11788–92.  
12.  Torre LA, Bray F, Siegel RL, Ferlay J, Lortet-Tieulent J, Jemal A. Global cancer statistics, 2012. 
CA Cancer J Clin. 2015 Feb 4;  
13.  Risk Factors Pancreatic Cancer, Pancreatic Cancer Prevention, Family History Pancreatic Cancer, 
Pancreas Cancer Hereditary Predisposition | Monterey, San Jose, San Francisco, Los Angeles, San 
Diego | Cancer Patients Alliance [Internet]. Pancreatica. [cited 2015 Apr 26]. Available from: 
http://pancreatica.org/faq/pancreatic-cancer-risk-factors/ 
14.  Renehan AG, Tyson M, Egger M, Heller RF, Zwahlen M. Body-mass index and incidence of 
cancer: a systematic review and meta-analysis of prospective observational studies. Lancet. 2008 
Feb 16;371(9612):569–78.  
15.  Huxley R, Ansary-Moghaddam A, Berrington de González A, Barzi F, Woodward M. Type-II 
diabetes and pancreatic cancer: a meta-analysis of 36 studies. Br J Cancer. 2005 Jun 
6;92(11):2076–83.  
141
16.  Sah RP, Nagpal SJS, Mukhopadhyay D, Chari ST. New insights into pancreatic cancer-induced 
paraneoplastic diabetes. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2013 Jul;10(7):423–33.  
17.  Delpu Y, Hanoun N, Lulka H, Sicard F, Selves J, Buscail L, et al. Genetic and epigenetic 
alterations in pancreatic carcinogenesis. Curr Genomics. 2011 Mar;12(1):15–24.  
18.  Singh M, Maitra A. Precursor lesions of pancreatic cancer: molecular pathology and clinical 
implications. Pancreatol Off J Int Assoc Pancreatol IAP Al. 2007;7(1):9–19.  
19.  Hruban RH, Maitra A, Goggins M. Update on pancreatic intraepithelial neoplasia. Int J Clin Exp 
Pathol. 2008;1(4):306–16.  
20.  Scarlett CJ, Salisbury EL, Biankin AV, Kench J. Precursor lesions in pancreatic cancer: 
morphological and molecular pathology. Pathology (Phila). 2011 Apr;43(3):183–200.  
21.  Reddy RP, Smyrk TC, Zapiach M, Levy MJ, Pearson RK, Clain JE, et al. Pancreatic mucinous 
cystic neoplasm defined by ovarian stroma: demographics, clinical features, and prevalence of 
cancer. Clin Gastroenterol Hepatol Off Clin Pract J Am Gastroenterol Assoc. 2004 
Nov;2(11):1026–31.  
22.  Roggin KK, Chennat J, Oto A, Noffsinger A, Briggs A, Matthews JB. Pancreatic cystic neoplasm. 
Curr Probl Surg. 2010 Jun;47(6):459–510.  
23.  Raimondi S, Maisonneuve P, Lowenfels AB. Epidemiology of pancreatic cancer: an overview. 
Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2009 Dec;6(12):699–708.  
24.  Pandol S, Gukovskaya A, Edderkoui M, Dawson D, Eibl G, Lugea A. Epidemiology, risk factors, 
and the promotion of pancreatic cancer: Role of the stellate cell. J Gastroenterol Hepatol. 2012 
Mar;27(0 2):127–34.  
25.  Hingorani SR, Petricoin EF, Maitra A, Rajapakse V, King C, Jacobetz MA, et al. Preinvasive and 
invasive ductal pancreatic cancer and its early detection in the mouse. Cancer Cell. 2003 Jan 
12;4(6):437–50.  
26.  Matsuda Y, Naito Z, Kawahara K, Nakazawa N, Korc M, Ishiwata T. Nestin is a novel target for 
suppressing pancreatic cancer cell migration, invasion and metastasis. Cancer Biol Ther. 2011 
Mar 1;11(5):512–23.  
27.  Furukawa T. Impacts of activation of the mitogen-activated protein kinase pathway in pancreatic 
cancer. Front Oncol. 2015;5:23.  
28.  Kanda M, Matthaei H, Wu J, Hong S, Yu J, Borges M, et al. Presence of Somatic Mutations in 
Most Early-Stage Pancreatic Intraepithelial Neoplasia. Gastroenterology. 2012 Apr;142(4):730–
3.e9.  
29.  Vincent A, Herman J, Schulick R, Hruban RH, Goggins M. Pancreatic cancer. Lancet. 2011 Aug 
13;378(9791):607–20.  
30.  Okada N, Ohshio G, Yamaki K-I, Imamura T, Imamura M. Elevated Serum c-erbB-2 Protein 
Levels in Patients with Pancreatic Cancer: Correlation to Metastasis and Shorter Survival. 
Oncology. 1995;52(5):392–6.  
31.  Cowan RW, Maitra A. Genetic progression of pancreatic cancer. Cancer J Sudbury Mass. 2014 
Feb;20(1):80–4.  
142
32.  Caldas C, Hahn SA, da Costa LT, Redston MS, Schutte M, Seymour AB, et al. Frequent somatic 
mutations and homozygous deletions of the p16 (MTS1) gene in pancreatic adenocarcinoma. Nat 
Genet. 1994 Sep;8(1):27–32.  
33.  Redston MS, Caldas C, Seymour AB, Hruban RH, Costa L da, Yeo CJ, et al. p53 Mutations in 
Pancreatic Carcinoma and Evidence of Common Involvement of Homocopolymer Tracts in DNA 
Microdeletions. Cancer Res. 1994 Jun 1;54(11):3025–33.  
34.  Hahn SA, Schutte M, Hoque AT, Moskaluk CA, da Costa LT, Rozenblum E, et al. DPC4, a 
candidate tumor suppressor gene at human chromosome 18q21.1. Science. 1996 Jan 
19;271(5247):350–3.  
35.  Waddell N, Pajic M, Patch A-M, Chang DK, Kassahn KS, Bailey P, et al. Whole genomes 
redefine the mutational landscape of pancreatic cancer. Nature. 2015 Feb 26;518(7540):495–501.  
36.  Gonzalgo ML, Liang G, Spruck CH, Zingg JM, Rideout WM, Jones PA. Identification and 
characterization of differentially methylated regions of genomic DNA by methylation-sensitive 
arbitrarily primed PCR. Cancer Res. 1997 Feb 15;57(4):594–9.  
37.  Klump B, Hsieh CJ, Nehls O, Dette S, Holzmann K, Kießlich R, et al. Methylation status of 
p14ARF and p16INK4a as detected in pancreatic secretions. Br J Cancer. 2003 Jan 27;88(2):217–
22.  
38.  Kuroki T, Tajima Y, Kanematsu T. Role of hypermethylation on carcinogenesis in the pancreas. 
Surg Today. 2004;34(12):981–6.  
39.  Yi JM, Guzzetta AA, Bailey VJ, Downing SR, Van Neste L, Chiappinelli KB, et al. Novel 
methylation biomarker panel for the early detection of pancreatic cancer. Clin Cancer Res Off J 
Am Assoc Cancer Res. 2013 Dec 1;19(23):6544–55.  
40.  Vincent A, Ducourouble M-P, Seuningen IV. Epigenetic regulation of the human mucin gene 
MUC4 in epithelial cancer cell lines involves both DNA methylation and histone modifications 
mediated by DNA methyltransferases and histone deacetylases. FASEB J. 2008 Aug 
1;22(8):3035–45.  
41.  Iorio MV, CM Croce. MicroRNAs in Cancer: Small Molecules With a Huge Impact. Journal of 
clinical oncology. 2009 Décembre;  
42.  Joshi S, McLendon JM, Comer BS, Gerthoffer WT. MicroRNAs-control of essential genes: 
Implications for pulmonary vascular disease. Pulm Circ. 2011;1.  
43.  Huang Y, Yang YB, Zhang XH, Yu XL. MicroRNA-21 gene and cancer. Med Oncol. 2013;  
44.  Du Rieu MC, Torrisani J, Selves J, Al Saati T, Souque A, Dufresne M, et al. MicroRNA-21 is 
induced early in pancreatic ductal adenocarcinoma precursor lesions. Clin Chem. 2010 
Apr;56(4):603–12.  
45.  Nair VS, Maeda LS, Ioannidis JPA. Clinical outcome prediction by microRNAs in human cancer: 
a systematic review. J Natl Cancer Inst. 2012 Apr 4;104(7):528–40.  
46.  Dillhoff M, Liu J, Frankel W, Croce C, Bloomston M. MicroRNA-21 is overexpressed in 
pancreatic cancer and a potential predictor of survival. J Gastrointest Surg Off J Soc Surg Aliment 
Tract. 2008 Dec;12(12):2171–6.  
143
47.  Yu J, Li A, Hong S-M, Hruban RH, Goggins M. MicroRNA alterations of pancreatic 
intraepithelial neoplasias. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 2012 Feb 15;18(4):981–
92.  
48.  McIntyre CA, Winter JM. Diagnostic evaluation and staging of pancreatic ductal adenocarcinoma. 
Semin Oncol. 2015 Feb;42(1):19–27.  
49.  Dervenis CG. Pancreatic Tumors: Achievements and Perspectives. Thieme; 2000. 443 p.  
50.  Neesse A, Krug S, Gress TM, Tuveson DA, Michl P. Emerging concepts in pancreatic cancer 
medicine: targeting the tumor stroma. OncoTargets Ther. 2013;7:33–43.  
51.  Michl P, Gress TM. Current concepts and novel targets in advanced pancreatic cancer. Gut. 2013 
Feb;62(2):317–26.  
52.  Burris HA, Moore MJ, Andersen J, Green MR, Rothenberg ML, Modiano MR, et al. 
Improvements in survival and clinical benefit with gemcitabine as first-line therapy for patients 
with advanced pancreas cancer: a randomized trial. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 1997 
Jun;15(6):2403–13.  
53.  Barton-Burke M. Gemcitabine: a pharmacologic and clinical overview. Cancer Nurs. 1999;  
54.  Hagmann  W, Jesnomski R, Löhr JM. Interdependence of gemcitabine treatment, transporter 
expression, and resistance in human pancreatic carcinoma cells. Neoplasia. 2010 Sep;  
55.  Spratlin JL, Mackey JR. Human Equilibrative Nucleoside Transporter 1 (hENT1) in Pancreatic 
Adenocarcinoma: Towards Individualized Treatment Decisions. Cancers. 2010 Dec 2;2(4):2044–
54.  
56.  García-Manteiga J, Molina-Arcas M, Casado FJ, Mazo A, Pastor-Anglada M. Nucleoside 
transporter profiles in human pancreatic cancer cells: role of hCNT1 in 2’,2’-
difluorodeoxycytidine- induced cytotoxicity. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 2003 
Oct 15;9(13):5000–8.  
57.  Choi DS, Handa M, Young H, Gordon AS, Diamond I, Messing RO. Genomic organization and 
expression of the mouse equilibrative, nitrobenzylthioinosine-sensitive nucleoside transporter 1 
(ENT1) gene. Biochem Biophys Res Commun. 2000 Oct 14;277(1):200–8.  
58.  Ueno H, Kiyosawa K, Kaniwa N. Pharmacogenomics of gemcitabine: can genetic studies lead to 
tailor-made therapy? British Journal of Cancer. 2007;  
59.  Bildstein L, Dubernet C, Marsaud V, Chacun H. Transmembrane diffusion of gemcitabine by a 
nanoparticulate squalenoyl prodrug: an original drug delivery pathway. J Control Release. 2010 
Oct;  
60.  Vandana M, Sahoo SK. Long circulation and cytotoxicity of PEGylated gemcitabine and its 
potential for the treatment of pancreatic cancer. Biomaterials. 2010 Dec;31(35):9340–56.  
61.  Moysan E, Bastiat G, Benoit JP. Gemcitabine versus Modified Gemcitabine: a review of several 
promising chemical modifications. Mol Pharm. 2013 Feb;  
62.  Poplin E, Wasan H, Rolfe L, Raponi M, Ikdahl T, Bondarenko I, et al. Randomized, multicenter, 
phase II study of CO-101 versus gemcitabine in patients with metastatic pancreatic ductal 
adenocarcinoma: including a prospective evaluation of the role of hENT1 in gemcitabine or CO-
101 sensitivity. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2013 Dec 10;31(35):4453–61.  
144
63.  Svrcek M, Cros J, Maréchal R, Bachet J-B, Fléjou J-F, Demetter P. Human equilibrative 
nucleoside transporter 1 testing in pancreatic ductal adenocarcinoma: a comparison between 
murine and rabbit antibodies. Histopathology. 2015 Feb;66(3):457–62.  
64.  Hidalgo M, Cascinu S, Kleeff J, Labianca R, Löhr J-M, Neoptolemos J, et al. Addressing the 
challenges of pancreatic cancer: Future directions for improving outcomes. Pancreatol Off J Int 
Assoc Pancreatol IAP Al. 2015 Feb;15(1):8–18.  
65.  Grothey A, Sargent D, Goldberg RM, Schmoll H-J. Survival of patients with advanced colorectal 
cancer improves with the availability of fluorouracil-leucovorin, irinotecan, and oxaliplatin in the 
course of treatment. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2004 Apr 1;22(7):1209–14.  
66.  Conroy T, Desseigne F, Ychou Marc. FOLFIRINOX versus Gemcitabine for Metastatic 
Pancreatic Cancer. The New England Journal of Medicine. 2011 May;  
67.  Wall ME, Wani MC. Camptothecin and Taxol: Discovery to Clinic—Thirteenth Bruce F. Cain 
Memorial Award Lecture. Cancer Res. 1995 Feb 15;55(4):753–60.  
68.  Belli C, Cereda S, Reni M. Role of taxanes in pancreatic cancer. World J Gastroenterol WJG. 
2012 Sep 7;18(33):4457–65.  
69.  Viúdez A, Ramírez N, Hernández-García I, Carvalho FL, Vera R, Hidalgo M. Nab-paclitaxel: A 
flattering facelift. Crit Rev Oncol Hematol. 2014 Dec 1;92(3):166–80.  
70.  Hennenfent KL, Govindan R. Novel formulations of taxanes: a review. Old wine in a new bottle? 
Ann Oncol. 2006 May 1;17(5):735–49.  
71.  Yardley DA. nab-Paclitaxel mechanisms of action and delivery. J Controlled Release. 2013 Sep 
28;170(3):365–72.  
72.  Al-Hajeili M, Azmi AS, Choi M. Nab-paclitaxel: potential for the treatment of advanced 
pancreatic cancer. OncoTargets Ther. 2014 Feb 4;7:187–92.  
73.  Desai N, Trieu V, Damascelli B, Soon-Shiong P. SPARC Expression Correlates with Tumor 
Response to Albumin-Bound Paclitaxel in Head and Neck Cancer Patients. Transl Oncol. 2009 
May;2(2):59–64.  
74.  Neesse A, Frese KK, Chan DS, Bapiro TE, Howat WJ, Richards FM, et al. SPARC independent 
drug delivery and antitumour effects of nab-paclitaxel in genetically engineered mice. Gut. 2014 
Jun;63(6):974–83.  
75.  Frese KK, Neesse A,, Cook N. nab-Paclitaxel potentiates gemcitabine activity by reducing 
cytidine deaminase levels in a mouse model of pancreatic cancer. Cancer Discov. 2012 Mar;  
76.  Von Hoff DD, Ervin T, Arena FP. Increased Survival in Pancreatic Cancerwith nab-Paclitaxel 
plus Gemcitabine. The New England Journal of Medicine. 2013 Oct;  
77.  Hazard L. The Role of Radiation Therapy in Pancreas Cancer. Gastrointest Cancer Res. 2009 Feb;  
78.  Jones S, Zhang X, Parsons DW, Lin JC-H, Leary RJ, Angenendt P, et al. Core signaling pathways 
in human pancreatic cancers revealed by global genomic analyses. Science. 2008 Sep 
26;321(5897):1801–6.  
79.  Saif MW. Advanced stage pancreatic cancer: novel therapeutic options. Expert Rev Clin 
Pharmacol. 2014 Jul;7(4):487–98.  
145
80.  Erkan M, Reiser-Erkan C, Michalski CW, Kleeff J. Tumor microenvironment and progression of 
pancreatic cancer. Exp Oncol. 2010 Sep;32(3):128–31.  
81.  Apte MV, Wilson JS, Lugea A, Pandol SJ. A Starring Role for Stellate Cells in the Pancreatic 
Cancer Microenvironment. Gastroenterology. 2013 Jun;144(6):1210–9.  
82.  Bachem* MG, Schneider* E, Groß* H, Weidenbach‡ H, Schmid‡ RM, Menke‡ A, et al. 
Identification, culture, and characterization of pancreatic stellate cells in rats and humans. 
Gastroenterology. 1998 Aug 1;115(2):421–32.  
83.  Mössner J. Inflammatory Pancreatic Diseases. Karger Medical and Scientific Publishers; 2005. 68 
p.  
84.  Duluc C, Moatassim-Billah S, Chalabi-Dchar M, Perraud A, Samain R, Breibach F, et al. 
Pharmacological targeting of the protein synthesis mTOR/4E-BP1 pathway in cancer-associated 
fibroblasts abrogates pancreatic tumour chemoresistance. EMBO Mol Med. 2015 Mar 1;n/a – n/a.  
85.  Koong AC, Mehta VK, Le QT, Fisher GA, Terris DJ, Brown JM, et al. Pancreatic tumors show 
high levels of hypoxia. Int J Radiat Oncol Biol Phys. 2000 Nov 1;48(4):919–22.  
86.  Schneider M, Büchler P, Giese N, Giese T, Wilting J, Büchler MW, et al. Role of 
lymphangiogenesis and lymphangiogenic factors during pancreatic cancer progression and 
lymphatic spread. Int J Oncol. 2006 Apr;28(4):883–90.  
87.  Secq V, Leca J, Bressy C, Guillaumond F, Skrobuk P, Nigri J, et al. Stromal SLIT2 impacts on 
pancreatic cancer-associated neural remodeling. Cell Death Dis. 2015 Jan 15;6(1):e1592.  
88.  Zhu Z, Kleeff J, Kayed H, Wang L, Korc M, Büchler MW, et al. Nerve growth factor and 
enhancement of proliferation, invasion, and tumorigenicity of pancreatic cancer cells. Mol 
Carcinog. 2002 Nov 1;35(3):138–47.  
89.  Funahashi H, Okada Y, Sawai H, Takahashi H, Matsuo Y, Takeyama H, et al. The role of glial 
cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) and integrins for invasion and metastasis in human 
pancreatic cancer cells. J Surg Oncol. 2005 Jul 1;91(1):77–83.  
90.  Schmitz-Winnenthal FH, Volk C, Z’graggen K, Galindo L, Nummer D, Ziouta Y, et al. High 
frequencies of functional tumor-reactive T cells in bone marrow and blood of pancreatic cancer 
patients. Cancer Res. 2005 Nov 1;65(21):10079–87.  
91.  Hiraoka N, Onozato K, Kosuge T, Hirohashi S. Prevalence of FOXP3+ regulatory T cells 
increases during the progression of pancreatic ductal adenocarcinoma and its premalignant 
lesions. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 2006 Sep 15;12(18):5423–34.  
92.  Von Bernstorff W, Voss M, Freichel S, Schmid A, Vogel I, Jöhnk C, et al. Systemic and local 
immunosuppression in pancreatic cancer patients. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 
2001 Mar;7(3 Suppl):925s – 932s.  
93.  Von Bernstorff W, Spanjaard RA, Chan AK, Lockhart DC, Sadanaga N, Wood I, et al. Pancreatic 
cancer cells can evade immune surveillance via nonfunctional Fas (APO-1/CD95) receptors and 
aberrant expression of functional Fas ligand. Surgery. 1999 Jan;125(1):73–84.  
94.  Bramhall SR. The matrix metalloproteinases and their inhibitors in pancreatic cancer. From 
molecular science to a clinical application. Int J Pancreatol Off J Int Assoc Pancreatol. 1997 
Feb;21(1):1–12.  
146
95.  Yamamoto H, Itoh F, Iku S, Adachi Y, Fukushima H, Sasaki S, et al. Expression of matrix 
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases in human pancreatic 
adenocarcinomas: clinicopathologic and prognostic significance of matrilysin expression. J Clin 
Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2001 Feb 15;19(4):1118–27.  
96.  Ohnami S, Matsumoto N, Nakano M, Aoki K, Nagasaki K, Sugimura T, et al. Identification of 
genes showing differential expression in antisense K-ras-transduced pancreatic cancer cells with 
suppressed tumorigenicity. Cancer Res. 1999 Nov 1;59(21):5565–71.  
97.  Provenzano PP, Hingorani SR. Hyaluronan, fluid pressure, and stromal resistance in pancreas 
cancer. Br J Cancer. 2013 Jan 15;108(1):1–8.  
98.  Lunardi S, Muschel RJ, Brunner TB. The stromal compartments in pancreatic cancer: are there 
any therapeutic targets? Cancer Lett. 2014 Feb 28;343(2):147–55.  
99.  Feig C, Gopinathan A, Neesse A, Chan DS, Cook N, Tuveson DA. The pancreas cancer 
microenvironment. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 2012 Aug 15;18(16):4266–76.  
100.  Owens DM, Watt FM. Contribution of stem cells and differentiated cells to epidermal 
tumours. Nat Rev Cancer. 2003 juin;3(6):444–51.  
101.  Murone M, Rosenthal A, de Sauvage FJ. Sonic hedgehog signaling by the Patched–
Smoothened receptor complex. Curr Biol. 1999 Jan 28;9(2):76–84.  
102.  Magliano MP di, Sekine S, Ermilov A, Ferris J, Dlugosz AA, Hebrok M. Hedgehog/Ras 
interactions regulate early stages of pancreatic cancer. Genes Dev. 2006 Nov 15;20(22):3161–73.  
103.  Quint K, Stintzing S, Alinger B, Hauser-Kronberger C, Dietze O, Gahr S, et al. The 
Expression Pattern of PDX-1, SHH, Patched and Gli-1 Is Associated with Pathological and 
Clinical Features in Human Pancreatic Cancer. Pancreatology. 2009 Jan 1;9(1):116–26.  
104.  Morton JP, Lewis BC. Shh signaling and pancreatic cancer: implications for therapy? Cell 
Cycle Georget Tex. 2007 Jul 1;6(13):1553–7.  
105.  Tian H, Callahan CA, DuPree KJ, Darbonne WC, Ahn CP, Scales SJ, et al. Hedgehog 
signaling is restricted to the stromal compartment during pancreatic carcinogenesis. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2009 Mar 17;106(11):4254–9.  
106.  Rajurkar M, de Jesus-Monge WE, Driscoll DR, Appleman VA, Huang H, Cotton J, et al. Gli 
Transcriptional Activity Is Essential for Kras-Induced Pancreatic Tumorigenesis and Regulates 
IKBKE/NF-\(\kappa\)B Activity in the Tumor Epithelium. 2012 [cited 2015 Apr 5]; Available 
from: http://dash.harvard.edu/handle/1/8531456 
107.  Rodova M, Fu J, Watkins DN, Srivastava RK, Shankar S. Sonic Hedgehog Signaling 
Inhibition Provides Opportunities for Targeted Therapy by Sulforaphane in Regulating Pancreatic 
Cancer Stem Cell Self-Renewal. PLoS ONE [Internet]. 2012 Sep 28 [cited 2015 Mar 2];7(9). 
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3461003/ 
108.  Onishi H, Katano M. Hedgehog signaling pathway as a new therapeutic target in pancreatic 
cancer. World J Gastroenterol WJG. 2014 Mar 7;20(9):2335–42.  
109.  Westphalen CB, Olive KP. Genetically Engineered Mouse Models of Pancreatic Cancer. 
Cancer J Sudbury Mass. 2012;18(6):502–10.  
147
110.  Olive KP, Jacobetz MA, Davidson CJ, Gopinathan A, McIntyre D, Honess D, et al. Inhibition 
of Hedgehog Signaling Enhances Delivery of Chemotherapy in a Mouse Model of Pancreatic 
Cancer. Science. 2009 Jun 12;324(5933):1457–61.  
111.  Kim EJ, Sahai V, Abel EV, Griffith KA, Greenson JK, Takebe N, et al. Pilot Clinical Trial of 
Hedgehog Pathway Inhibitor GDC-0449 (Vismodegib) in Combination with Gemcitabine in 
Patients with Metastatic Pancreatic Adenocarcinoma. Clin Cancer Res. 2014 Oct 
2;clincanres.1269.2014.  
112.  Jesus-Acosta AD, O’Dwyer PJ, Ramanathan RK, Hoff DDV, Maitra A, Rasheed Z, et al. A 
phase II study of vismodegib, a hedgehog (Hh) pathway inhibitor, combined with gemcitabine and 
nab-paclitaxel (nab-P) in patients (pts) with untreated metastatic pancreatic ductal 
adenocarcinoma (PDA). J Clin Oncol [Internet]. 2014 [cited 2015 Mar 2];32(suppl 3; abstr 257). 
Available from: http://meetinglibrary.asco.org/content/123261-143 
113.  Singh BN, Fu J, Srivastava RK, Shankar S. Hedgehog signaling antagonist GDC-0449 
(Vismodegib) inhibits pancreatic cancer stem cell characteristics: molecular mechanisms. PloS 
One. 2011;6(11):e27306.  
114.  Jacobetz MA, Chan DS, Neesse A, Bapiro TE, Cook N, Frese KK, et al. Hyaluronan impairs 
vascular function and drug delivery in a mouse model of pancreatic cancer. Gut. 2013 Jan 
1;62(1):112–20.  
115.  Houtgraaf JH, Versmissen J, van der Giessen WJ. A concise review of DNA damage 
checkpoints and repair in mammalian cells. Cardiovasc Revascularization Med Mol Interv. 2006 
Sep;7(3):165–72.  
116.  Branzei D, Foiani M. Maintaining genome stability at the replication fork. Nat Rev Mol Cell 
Biol. 2010 Mar;11(3):208–19.  
117.  Potapova TA, Zhu J, Li R. Aneuploidy and chromosomal instability: a vicious cycle driving 
cellular evolution and cancer genome chaos. Cancer Metastasis Rev [Internet]. 2013 Dec [cited 
2015 Apr 26];32(0). Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3825812/ 
118.  Chen J, Silver DP, Walpita D, Cantor SB, Gazdar AF, Tomlinson G, et al. Stable Interaction 
between the Products of the BRCA1 and BRCA2 Tumor Suppressor Genes in Mitotic and Meiotic 
Cells. Mol Cell. 1998 Sep;2(3):317–28.  
119.  Welcsh PL, Owens KN, King MC. Insights into the functions of BRCA1 and BRCA2. Trends 
Genet TIG. 2000 Feb;16(2):69–74.  
120.  Vyas O, Leung K, Ledbetter L, Kaley K, Rodriguez T, Garcon MC, et al. Clinical outcomes in 
pancreatic adenocarcinoma associated with BRCA-2 mutation. Anticancer Drugs. 2015 
Feb;26(2):224–6.  
121.  Couch FJ, Johnson MR, Rabe KG, Brune K, de Andrade M, Goggins M, et al. The prevalence 
of BRCA2 mutations in familial pancreatic cancer. Cancer Epidemiol Biomark Prev Publ Am 
Assoc Cancer Res Cosponsored Am Soc Prev Oncol. 2007 Feb;16(2):342–6.  
122.  Farmer H, McCabe N, Lord CJ, Tutt ANJ, Johnson DA, Richardson TB, et al. Targeting the 
DNA repair defect in BRCA mutant cells as a therapeutic strategy. Nature. 2005 Apr 
14;434(7035):917–21.  
123.  Luo X, Kraus WL. On PAR with PARP: cellular stress signaling through poly(ADP-ribose) 
and PARP-1. Genes Dev. 2012 Mar 1;26(5):417–32.  
148
124.  Tangutoori S, Baldwin P, Sridhar S. PARP inhibitors: A new era of targeted therapy. 
Maturitas. 2015 Feb 7;  
125.  Murai J, Huang S-YN, Renaud A, Zhang Y, Ji J, Takeda S, et al. Stereospecific PARP 
Trapping by BMN 673 and Comparison with Olaparib and Rucaparib. Mol Cancer Ther. 2014 
Feb 1;13(2):433–43.  
126.  Jacob DA, Bahra M, Langrehr JM, Boas-Knoop S, Stefaniak R, Davis J, et al. Combination 
therapy of poly (ADP-ribose) polymerase inhibitor 3-aminobenzamide and gemcitabine shows 
strong antitumor activity in pancreatic cancer cells. J Gastroenterol Hepatol. 2007 
May;22(5):738–48.  
127.  Chen S, Wang G, Niu X, Zhao J, Tan W, Wang H, et al. Combination of AZD2281 (Olaparib) 
and GX15-070 (Obatoclax) results in synergistic antitumor activities in preclinical models of 
pancreatic cancer. Cancer Lett. 2014 Jun 28;348(1-2):20–8.  
128.  Bendell J, O’Reilly EM, Middleton MR, Chau I, Hochster H, Fielding A, et al. Phase I study 
of olaparib plus gemcitabine in patients with advanced solid tumours and comparison with 
gemcitabine alone in patients with locally advanced/metastatic pancreatic cancer. Ann Oncol Off J 
Eur Soc Med Oncol ESMO. 2015 Apr;26(4):804–11.  
129.  Demoulin J-B, Essaghir A. PDGF receptor signaling networks in normal and cancer cells. 
Cytokine Growth Factor Rev. 2014 Jun;25(3):273–83.  
130.  Sedlacek HH. Kinase inhibitors in cancer therapy: a look ahead. Drugs. 2000 Mar;59(3):435–
76.  
131.  Moss RA, Moore D, Mulcahy MF, Nahum K, Saraiya B, Eddy S, et al. A Multi-institutional 
Phase 2 Study of Imatinib Mesylate and Gemcitabine for First-Line Treatment of Advanced 
Pancreatic Cancer. Gastrointest Cancer Res GCR. 2012;5(3):77–83.  
132.  Östman A. PDGF receptors-mediators of autocrine tumor growth and regulators of tumor 
vasculature and stroma. Cytokine Growth Factor Rev. 2004 Aug 1;15(4):275–86.  
133.  Gialeli C, Nikitovic D, Kletsas D, Theocharis AD, Tzanakakis GN, Karamanos NK. 
PDGF/PDGFR signaling and targeting in cancer growth and progression: Focus on tumor 
microenvironment and cancer-associated fibroblasts. Curr Pharm Des. 2014;20(17):2843–8.  
134.  Fjällskog M-LH, Lejonklou MH, Oberg KE, Eriksson BK, Janson ET. Expression of 
molecular targets for tyrosine kinase receptor antagonists in malignant endocrine pancreatic 
tumors. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 2003 Apr;9(4):1469–73.  
135.  Taeger J, Moser C, Hellerbrand C, Mycielska ME, Glockzin G, Schlitt HJ, et al. Targeting 
FGFR/PDGFR/VEGFR Impairs Tumor Growth, Angiogenesis, and Metastasis by Effects on 
Tumor Cells, Endothelial Cells, and Pericytes in Pancreatic Cancer. Mol Cancer Ther. 2011 Nov 
1;10(11):2157–67.  
136.  Gonçalves A, Gilabert M, François E, Dahan L, Perrier H, Lamy R, et al. BAYPAN study: a 
double-blind phase III randomized trial comparing gemcitabine plus sorafenib and gemcitabine 
plus placebo in patients with advanced pancreatic cancer. Ann Oncol Off J Eur Soc Med Oncol 
ESMO. 2012 Nov;23(11):2799–805.  
137.  Beatty GL, Chiorean EG, Fishman MP, Saboury B, Teitelbaum UR, Sun W, et al. CD40 
agonists alter tumor stroma and show efficacy against pancreatic carcinoma in mice and humans. 
Science. 2011 Mar 25;331(6024):1612–6.  
149
138.  Beatty GL, Torigian DA, Chiorean EG, Saboury B, Brothers A, Alavi A, et al. A phase I study 
of an agonist CD40 monoclonal antibody (CP-870,893) in combination with gemcitabine in 
patients with advanced pancreatic ductal adenocarcinoma. Clin Cancer Res Off J Am Assoc 
Cancer Res. 2013 Nov 15;19(22):6286–95.  
139.  Blaese RM, Culver KW, Miller AD, Carter CS, Fleisher T, Clerici M, et al. T Lymphocyte-
Directed Gene Therapy for ADA− SCID: Initial Trial Results After 4 Years. Science. 1995 Oct 
20;270(5235):475–80.  
140.  Li Y, Li B, Li C-J, Li L-J. Key points of basic theories and clinical practice in rAd-p53 ( 
Gendicine TM) gene therapy for solid malignant tumors. Expert Opin Biol Ther. 2015 
Mar;15(3):437–54.  
141.  Chawla SP, Chua VS, Fernandez L, Quon D, Blackwelder WC, Gordon EM, et al. Advanced 
Phase I/II Studies of Targeted Gene Delivery In Vivo: Intravenous Rexin-G for Gemcitabine-
resistant Metastatic Pancreatic Cancer. Mol Ther. 2009 Oct 13;18(2):435–41.  
142.  Mishra B, Patel RR. Gene Therapy for Treatment of Pancreatic Cancer. Austin Therapeutics. 
2014;  
143.  Miseki T, Kawakami H, Natsuizaka M, Darmanin S, Cui HY, Chen J, et al. Suppression of 
tumor growth by intra-muscular transfer of naked DNA encoding adrenomedullin antagonist. 
Cancer Gene Ther. 2007 Jan;14(1):39–44.  
144.  Xu J, Jin C, Hao S, Luo G, Fu D. Pancreatic cancer: gene therapy approaches and gene 
delivery systems. Expert Opin Biol Ther. 2010 Jan;10(1):73–88.  
145.  Zorde Khvalevsky E, Gabai R, Rachmut IH, Horwitz E, Brunschwig Z, Orbach A, et al. 
Mutant KRAS is a druggable target for pancreatic cancer. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013 Dec 
17;110(51):20723–8.  
146.  Senzer N, Nemunaitis J, Nemunaitis D, Bedell C, Edelman G, Barve M, et al. Phase I Study of 
a Systemically Delivered p53 Nanoparticle in Advanced Solid Tumors. Mol Ther. 2013 
mai;21(5):1096–103.  
147.  Vernejoul F, Ghénassia L, Souque A. Gene Therapy Based on Gemcitabine 
Chemosensitization Suppresses Pancreatic Tumor Growth. Molecular Therapy. 2006;  
148.  Vernejoul F, Faure P, Benali N, Calise D, Tiraby G, Pradayrol L, et al. Antitumor effect of in 
vivo somatostatin receptor subtype 2 gene transfer in primary and metastatic pancreatic cancer 
models. Cancer Res. 2002 Nov 1;62(21):6124–31.  
149.  Carrere N, Vernejoul F, Souque A, Asnacios A, Vaysse N, Pradayrol L, et al. Characterization 
of the bystander effect of somatostatin receptor sst2 after in vivo gene transfer into human 
pancreatic cancer cells. Hum Gene Ther. 2005 Oct;16(10):1175–93.  
150.  Park F. Lentiviral vectors: are they the future of animal transgenesis? Physiol Genomics. 2007 
Oct 22;31(2):159–73.  
151.  Hacein-Bey-Abina S, Von Kalle C, Schmidt M, McCormack MP, Wulffraat N, Leboulch P, et 
al. LMO2-associated clonal T cell proliferation in two patients after gene therapy for SCID-X1. 
Science. 2003 Oct 17;302(5644):415–9.  
152.  Young JAT. Cellular Factors Involved in Early Steps of Retroviral Replication. Springer 
Science & Business Media; 2003. 264 p.  
150
153.  Ravet E, Lulka H, Gross F, Casteilla L, Buscail L, Cordelier P. Using lentiviral vectors for 
efficient pancreatic. Cancer Gene Ther. 2010 mai;17(5):315–24.  
154.  Lucas T, Benihoud K, Vigant F, Schmidt CQA, Bachem MG, Simmet T, et al. Hexon 
Modification to Improve the Activity of Oncolytic Adenovirus Vectors against Neoplastic and 
Stromal Cells in Pancreatic Cancer. PLoS ONE. 2015 Feb 18;10(2):e0117254.  
155.  Alba R, Bosch A, Chillon M. Gutless adenovirus: last-generation adenovirus for gene therapy. 
Gene Ther. 2005 Oct;12 Suppl 1:S18–27.  
156.  Wolkersdörfer GW, Thiede C, Fischer R, Ehninger G, Haag C. Adenoviral p53 gene transfer 
and gemcitabine in three patients with liver metastases due to advanced pancreatic carcinoma. 
HPB. 2007;9(1):16–25.  
157.  Aguilar LK, Shirley LA, Chung VM, Marsh CL, Walker J, Coyle W, et al. Gene-mediated 
cytotoxic immunotherapy as adjuvant to surgery or chemoradiation for pancreatic 
adenocarcinoma. Cancer Immunol Immunother CII. 2015 Mar 21;  
158.  Herman JM, Wild AT, Wang H, Tran PT, Chang KJ, Taylor GE, et al. Randomized phase III 
multi-institutional study of TNFerade biologic with fluorouracil and radiotherapy for locally 
advanced pancreatic cancer: final results. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 2013 Mar 
1;31(7):886–94.  
159.  Hieber U, Heim ME. Tumor necrosis factor for the treatment of malignancies. Oncology. 1994 
Apr;51(2):142–53.  
160.  Antonio Chiocca E. Oncolytic viruses. Nat Rev Cancer. 2002 Dec;2(12):938–50.  
161.  Maitra R, Seetharam R, Tesfa L, Augustine TA, Klampfer L, Coffey MC, et al. Oncolytic 
reovirus preferentially induces apoptosis in KRAS mutant colorectal cancer cells, and synergizes 
with irinotecan. Oncotarget. 2014 May 15;5(9):2807–19.  
162.  Oncolytics Biotech® Inc. Announces Overall and KRAS-Mutated Patient Data from U.S. 
Randomized Phase 2 Pancreatic Cancer Study [Internet]. [cited 2015 Apr 28]. Available from: 
http://www.oncolyticsbiotech.com/news/press-release-details/2014/Oncolytics-Biotech-Inc-
Announces-Overall-and-KRAS-Mutated-Patient-Data-from-US-Randomized-Phase-2-Pancreatic-
Cancer-Study/default.aspx 
163.  Barber GN. Vesicular stomatitis virus as an oncolytic vector. Viral Immunol. 2004;17(4):516–
27.  
164.  Murphy AM, Besmer DM, Moerdyk-Schauwecker M, Moestl N, Ornelles DA, Mukherjee P, 
et al. Vesicular Stomatitis Virus as an Oncolytic Agent against Pancreatic Ductal 
Adenocarcinoma. J Virol. 2012 Mar 15;86(6):3073–87.  
165.  Howard BD, Boenicke L, Schniewind B, Henne-Bruns D, Kalthoff H. Transduction of human 
pancreatic tumor cells with vesicular stomatitis virus G-pseudotyped retroviral vectors containing 
a herpes simplex virus thymidine kinase mutant gene enhances bystander effects and sensitivity to 
ganciclovir. Cancer Gene Ther. 2000 Jun 15;7(6):927–38.  
166.  Bossow S, Grossardt C, Temme A, Leber M, Sawall S, Rieber E, et al. Armed and targeted 
measles virus for chemovirotherapy of pancreatic cancer. Cancer Gene Ther. 2011 
Aug;18(8):598–608.  
167.  Kasuya H, Takeda S, Nomoto S, Nakao A. The potential of oncolytic virus therapy for 
pancreatic cancer. Cancer Gene Ther. 2005 Apr 8;12(9):725–36.  
151
168.  Can Xu HL. Viral Therapy for Pancreatic Cancer: Tackle the Bad Guys with Poison. Cancer 
Lett. 2013;  
169.  Spear PG, Eisenberg RJ, Cohen GH. Three classes of cell surface receptors for 
alphaherpesvirus entry. Virology. 2000 Sep 15;275(1):1–8.  
170.  Zhou G, Ye G-J, Debinski W, Roizman B. Engineered herpes simplex virus 1 is dependent on 
IL13Ralpha 2 receptor for cell entry and independent of glycoprotein D receptor interaction. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2002 Nov 12;99(23):15124–9.  
171.  Menotti L, Nicoletti G, Gatta V, Croci S, Landuzzi L, Giovanni CD, et al. Inhibition of human 
tumor growth in mice by an oncolytic herpes simplex virus designed to target solely HER-2-
positive cells. Proc Natl Acad Sci. 2009 Jun 2;106(22):9039–44.  
172.  Eisenberg RJ, Atanasiu D, Cairns TM, Gallagher JR, Krummenacher C, Cohen GH. Herpes 
Virus Fusion and Entry: A Story with Many Characters. Viruses. 2012 May 10;4(5):800–32.  
173.  Schlieman MG, Fahy BN, Ramsamooj R, Beckett L, Bold RJ. Incidence, mechanism and 
prognostic value of activated AKT in pancreas cancer. Br J Cancer. 2003 Dec 1;89(11):2110–5.  
174.  Sarinella F, Calistri A, Sette P, Palù G, Parolin C. Oncolysis of pancreatic tumour cells by a 
gamma34.5-deleted HSV-1 does not rely upon Ras-activation, but on the PI 3-kinase pathway. 
Gene therapy. 2006 Jul;  
175.  Martuza RL, Malick A, Markert JM, Ruffner KL, Coen DM. Experimental therapy of human 
glioma by means of a genetically engineered virus mutant. Science. 1991 May;  
176.  Kramm CM, Chase M, Herrlinger U, Jacobs A, Pechan PA, Rainov NG, et al. Therapeutic 
efficiency and safety of a second-generation replication-conditional HSV1 vector for brain tumor 
gene therapy. Hum Gene Ther. 1997 Nov 20;8(17):2057–68.  
177.  Chung RY, Saeki Y, Chiocca EA. B-myb Promoter Retargeting of Herpes Simplex Virus  
γ34.5 Gene-Mediated Virulence toward  Tumor and Cycling Cells. J Virol. 1999 Sep;73(9):7556–
64.  
178.  Chung RY, Saeki Y, Chiocca EA. B-myb promoter retargeting of herpes simplex virus 
gamma34.5 gene-mediated virulence toward tumor and cycling cells. J Virol. 1999 
Sep;73(9):7556–64.  
179.  Parr MJ, Manome Y, Tanaka T, Wen P, Kufe DW, Kaelin WG, et al. Tumor-selective 
transgene expression in vivo mediated by an E2F-responsive adenoviral vector. Nat Med. 1997 
Oct;3(10):1145–9.  
180.  Markert JM, Medlock MD, Rabkin SD, Gillespie GY, Todo T, Hunter WD, et al. 
Conditionally replicating herpes simplex virus mutant, G207 for the treatment of malignant 
glioma: results of a phase I trial. Gene Ther. 2000 May;7(10):867–74.  
181.  Nakao A, Kasuya H, Sahin TT, Nomura N, Kanzaki A, Misawa M, et al. A phase I dose-
escalation clinical trial of intraoperative direct intratumoral injection of HF10 oncolytic virus in 
non-resectable patients with advanced pancreatic cancer. Cancer Gene Ther. 2011 Mar;18(3):167–
75.  
182.  Kaufman HL, Bines SD. OPTIM trial: a Phase III trial of an oncolytic herpes virus encoding 
GM-CSF for unresectable stage III or IV melanoma. Future Oncol. 2010 Jun 1;6(6):941–9.  
152
183.  Bischoff JR, Kirn DH, Williams A, Heise C, Horn S, Muna M, et al. An Adenovirus Mutant 
That Replicates Selectively in p53- Deficient Human Tumor Cells. Science. 1996 Oct 
18;274(5286):373–6.  
184.  Hecht JR, Bedford R, Abbruzzese JL, Lahoti S, Reid TR, Soetikno RM, et al. A Phase I/II 
Trial of Intratumoral Endoscopic Ultrasound Injection of ONYX-015 with Intravenous 
Gemcitabine in Unresectable Pancreatic Carcinoma. Clin Cancer Res. 2003 Feb 1;9(2):555–61.  
185.  Chen G-X, Zhang S, He X-H, Liu S-Y, Ma C, Zou X-P. Clinical utility of recombinant 
adenoviral human p53 gene therapy: current perspectives. OncoTargets Ther. 2014;7:1901–9.  
186.  Rodríguez-García A, Giménez-Alejandre M, Rojas JJ, Moreno R, Bazan-Peregrino M, 
Cascalló M, et al. Safety and Efficacy of VCN-01, an Oncolytic Adenovirus Combining Fiber 
HSG-Binding Domain Replacement with RGD and Hyaluronidase Expression. Clin Cancer Res 
[Internet]. 2014 Nov 12 [cited 2015 Feb 27]; Available from: 
http://clincancerres.aacrjournals.org/content/early/2015/02/18/1078-0432.CCR-14-2213 
187.  Freytag SO, Barton KN, Brown SL, Narra V, Zhang Y, Tyson D, et al. Replication-competent 
adenovirus-mediated suicide gene therapy with radiation in a preclinical model of pancreatic 
cancer. Mol Ther J Am Soc Gene Ther. 2007 Sep;15(9):1600–6.  
188.  Tollefson AE, Scaria A, Hermiston TW, Ryerse JS, Wold LJ, Wold WS. The adenovirus death 
protein (E3-11.6K) is required at very late stages of infection for efficient cell lysis and release of 
adenovirus from infected cells. J Virol. 1996 Apr 1;70(4):2296–306.  
189.  Buscail L, Bournet B, Vernejoul F, Cambois G, Lulka H, Hanoun N, et al. First-in-man phase 
I clinical trial of gene therapy for advanced pancreatic cancer: Safety, biodistribution and 
preliminary clinical findings. Mol Ther J Am Soc Gene Ther. 2015 Jan 14;  
190.  Arner, E. S., Eriksson, S. Mammalian deoxyribonucleoside kinases. Pharmacol Ther. 1995;  
191.  van Haperen VW, Veerman G, Vermorken JB, Pinedo HM, Peters G. Regulation of 
phosphorylation of deoxycytidine and 2’,2’-difluorodeoxycytidine (gemcitabine); effects of 
cytidine 5’-triphosphate and uridine 5’-triphosphate in relation to chemosensitivity for 2’,2’-
difluorodeoxycytidine. Biochem Pharmacol. 1996 Apr;  
192.  Judith R. Kroep, Willem J. P. Loves, Clasina L. van der Wilt. Pretreatment Deoxycytidine 
Kinase Levels Predict in Vivo Gemcitabine Sensitivity. Molecular Cancer Therapeutics. 2002 
Apr;  
193.  Ohhashi S, Ohuchida K, Mizumoto K. Down-regulation of deoxycytidine kinase enhances 
acquired resistance to gemcitabine in pancreatic cancer. Anticancer Res. 2008 Aug;  
194.  Maréchal R, Bachet J-B, Mackey JR, Dalban C, Demetter P, Graham K, et al. Levels of 
gemcitabine transport and metabolism proteins predict survival times of patients treated with 
gemcitabine for pancreatic adenocarcinoma. Gastroenterology. 2012 Sep;143(3):664–74.e1–6.  
195.  Costantino CL, Witkiewicz AK, Kuwano Y, Cozzitorto JA. The role of HuR in gemcitabine 
efficacy in pancreatic cancer: HuR Up-regulates the expression of the gemcitabine metabolizing 
enzyme deoxycytidine kinase. Cancer Research. 2009 Jun;  
196.  Hapke DM, Stegmann AP, Mitchell BS. Retroviral transfer of deoxycytidine kinase into tumor 
cell lines enhances nucleoside toxicity. Cancer Res. 1996;  
153
197.  Rochaix P, Delesque N, Estève JP, Saint-Laurent N, Voight JJ, Vaysse N, et al. Gene therapy 
for pancreatic carcinoma: local and distant antitumor effects after somatostatin receptor sst2 gene 
transfer. Hum Gene Ther. 1999 Apr 10;10(6):995–1008.  
198.  Chalabi-Dchar M, Cassant-Sourdy S, Duluc C, Fanjul M, Lulka H, Samain R, et al. Loss of 
Somatostatin Receptor Subtype 2 Promotes Growth of KRAS-induced Pancreatic Tumors in Mice 
by Activating PI3K Signaling and Overexpression of CXCL16. Gastroenterology. 2015 Feb 12;  
199.  Barbieri F, Bajetto A, Pattarozzi A, Gatti M, W&#xfc, Rth R, et al. Peptide Receptor 
Targeting in Cancer: The Somatostatin Paradigm. Int J Pept. 2013 Feb 7;2013:e926295.  
200.  Buscail L, Saint-Laurent N, Chastre E, Vaillant J-C, Gespach C, Capellà G, et al. Loss of sst2 
Somatostatin Receptor Gene Expression in Human Pancreatic and Colorectal Cancer. Cancer Res. 
1996 Apr 15;56(8):1823–7.  
201.  Delesque N, Buscail L, Estève J-P, Saint-Laurent N, Müller C, Weckbecker G, et al. sst2 
Somatostatin Receptor Expression Reverses Tumorigenicity of Human Pancreatic Cancer Cells. 
Cancer Res. 1997 Mar 1;57(5):956–62.  
202.  Benali N, Cordelier P, Calise D, Pages P, Rochaix P, Nagy A, et al. Inhibition of growth and 
metastatic progression of pancreatic carcinoma in hamster after somatostatin receptor subtype 2 
(sst2) gene expression and administration of cytotoxic somatostatin analog AN-238. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2000 Aug 1;97(16):9180–5.  
203.  Hanna N, Ohana P, Konikoff FM, Leichtmann G, Hubert A, Appelbaum L, et al. Phase 1/2a, 
dose-escalation, safety, pharmacokinetic and preliminary efficacy study of intratumoral 
administration of BC-819 in patients with unresectable pancreatic cancer. Cancer Gene Ther. 2012 
Jun;19(6):374–81.  
204.  Wang P, Zhuang L, Zhang J, Fan J, Luo J, Chen H, et al. The serum miR-21 level serves as a 
predictor for the chemosensitivity of advanced pancreatic cancer, and miR-21 expression confers 
chemoresistance by targeting FasL. Mol Oncol. 2013 Jun 1;7(3):334–45.  
205.  Farrell JJ, Elsaleh H, Garcia M, Lai R. Human Equilibrative Nucleoside Transporter 1 Levels 
Predict Response to Gemcitabine in Patients With Pancreatic Cancer. Gastroenterology. 2009;  
206.  Casanello P, Torres A, Sanhueza F, González M, Farías M, Gallardo V, et al. Equilibrative 
nucleoside transporter 1 expression is downregulated by hypoxia in human umbilical vein 
endothelium. Circ Res. 2005 Jul 8;97(1):16–24.  
207.  Goan YG, Zhou B, Hu E, Mi S, Yen Y. Overexpression of ribonucleotide reductase as a 
mechanism of resistance to 2,2-difluorodeoxycytidine in the human KB cancer cell line. Cancer 
Res. 1999 Sep;  
208.  Bergman AM, Eijk PP, Ruiz van Haperen VWT, Smid K, Veerman G, Hubeek I, et al. In vivo 
induction of resistance to gemcitabine results in increased expression of ribonucleotide reductase 
subunit M1 as the major determinant. Cancer Res. 2005 Oct 15;65(20):9510–6.  
209.  Giovannetti E, Funel N, Peters GJ, Del Chiaro M. MicroRNA-21 in pancreatic cancer: 
correlation with clinical outcome and pharmacologic aspects underlying its role in the modulation 
of gemcitabine activity. Cancer Res. 2010 Juin;  
210.  Pan X, Wang ZX, Wang R. MicroRNA-21: a novel therapeutic target in human cancer. Cancer 
Biol Ther. 2010 Dec;  
154
211.  Fujita S, Ito T, Mizutani T, Minoguchi S, Yamamichi N, Sakurai K, et al. miR-21 Gene 
expression triggered by AP-1 is sustained through a double-negative feedback mechanism. J Mol 
Biol. 2008 May 2;378(3):492–504.  
212.  Niu J, Shi Y, Tan G. DNA damage induces NF-κB-dependent microRNA-21 up-regulation 
and promotes breast cancer cell invasion. J Biol Chem. 2012 Jun;  
213.  Du J, Yang S, An D, Hu F, Yuan W, Zhai C, et al. BMP-6 inhibits microRNA-21 expression 
in breast cancer through repressing deltaEF1 and AP-1. Cell Res. 2009 Apr;19(4):487–96.  
214.  Liu X, Feng J, Tang L, Liao L, Xu Q, Zhu S. The regulation and function of miR-21-
FOXO3a-miR-34b/c signaling in breast cancer. Int J Mol Sci. 2015;16(2):3148–62.  
215.  Sicard F, Gayral M, Lulka H, Buscail L, Cordelier P. Targeting miR-21 for the Therapy of 
Pancreatic Cancer. Molecular Therapy. 2013;  
216.  RODNEY D. ADAM. Biology of Giardia lamblia. CLINICAL MICROBIOLOGY 
REVIEWS. 2001 Jul;  
217.  Andersson R, Aho U, Nilsson BI, Peters GJ, Pastor-Anglada M, Rasch W, et al. Gemcitabine 
chemoresistance in pancreatic cancer: Molecular mechanisms and potential solutions. Scand J 
Gastroenterol. 2009 Jan 1;44(7):782–6.  
218.  Chung E, Yamashita H, Au P, Tannous BA, Fukumura D, Jain RK. Secreted Gaussia 
luciferase as a biomarker for monitoring tumor progression and treatment response of systemic 
metastases. PloS One. 2009;4(12):e8316.  
219.  Schleicher M, Shepherd BR, Suarez Y, Fernandez-Hernando C, Yu J, Pan Y, et al. Prohibitin-
1 maintains the angiogenic capacity of endothelial cells by regulating mitochondrial function and 
senescence. J Cell Biol. 2008 Jan 14;180(1):101–12.  
220.  Osman C, Merkwirth C, Langer T. Prohibitins and the functional compartmentalization of 
mitochondrial membranes. J Cell Sci. 2009 Nov 1;122(Pt 21):3823–30.  
221.  Deubzer HE, Schier MC, Oehme I, Lodrini M, Haendler B, Sommer A, et al. HDAC11 is a 
novel drug target in carcinomas. Int J Cancer J Int Cancer. 2013 May 1;132(9):2200–8.  
222.  Zhu X-Y, Liu N, Liu W, Song S-W, Guo K-J. Silencing of the integrin-linked kinase gene 
suppresses the proliferation, migration and invasion of pancreatic cancer cells (Panc-1). Genet 
Mol Biol. 2012;35(2):538–44.  
223.  Duxbury MS, Ito H, Benoit E, Waseem T, Ashley SW, Whang EE. RNA interference 
demonstrates a novel role for integrin-linked kinase as a determinant of pancreatic 
adenocarcinoma cell gemcitabine chemoresistance. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 
2005 May 1;11(9):3433–8.  
224.  Aze A, Zhou JC, Costa A, Costanzo V. DNA replication and homologous recombination 
factors: acting together to maintain genome stability. Chromosoma. 2013 Oct;122(5):401–13.  
225.  Müerköster SS, Werbing V, Koch D, Sipos B, Ammerpohl O, Kalthoff H, et al. Role of 
myofibroblasts in innate chemoresistance of pancreatic carcinoma--epigenetic downregulation of 
caspases. Int J Cancer J Int Cancer. 2008 Oct 15;123(8):1751–60.  
226.  Cividini F, Filoni DN, Pesi R, Allegrini S, Camici M, Tozzi MG. IMP-GMP specific cytosolic 
5’-nucleotidase regulates nucleotide pool and prodrug metabolism. Biochim Biophys Acta. 2015 
Apr 7;1850(7):1354–61.  
155
227.  Arumugam T, Ramachandran V, Fournier KF, Wang H, Marquis L, Abbruzzese JL, et al. 
Epithelial to mesenchymal transition contributes to drug resistance in pancreatic cancer. Cancer 
Res. 2009 Jul 15;69(14):5820–8.  
228.  Funamizu N, Okamoto A, Kamata Y, Misawa T, Uwagawa T, Gocho T, et al. Is the resistance 
of gemcitabine for pancreatic cancer settled only by overexpression of deoxycytidine kinase? 
Oncol Rep. 2010 Feb;23(2):471–5.  
229.  Cooper GM, Greer S. The Effect of Inhibition of Cytidine Deaminase by Tetrahydrouridine on 
the Utilization of Deoxycytidine and 5-Bromodeoxycytidine for Deoxyribonucleic Acid 
Synthesis. Mol Pharmacol. 1973 Nov 1;9(6):698–703.  
230.  Leader M, Collins M, Patel J, Henry K. Vimentin: an evaluation of its role as a tumour 
marker. Histopathology. 1987 Jan 1;11(1):63–72.  
231.  Naito Y, Iacobuzio-Donahue CA. Biomarker Profiles Associated with Metastatic Pancreatic 
Cancer. Mod Pathol. 2010 Feb;23:366A – 366A.  
232.  Javle MM, Gibbs JF, Iwata KK, Pak Y, Rutledge P, Yu J, et al. Epithelial-Mesenchymal 
Transition (EMT) and Activated Extracellular Signal-regulated Kinase (p-Erk) in Surgically 
Resected Pancreatic Cancer. Ann Surg Oncol. 2007 Sep 19;14(12):3527–33.  
233.  DiMauro S, Schon EA. Mitochondrial Respiratory-Chain Diseases. N Engl J Med. 2003 Jun 
26;348(26):2656–68.  
234.  Dröse S, Brandt U. Molecular mechanisms of superoxide production by the mitochondrial 
respiratory chain. Adv Exp Med Biol. 2012;748:145–69.  
235.  Nakamura H, Kasuya H, Mullen JT, Yoon SS, Pawlik TM, Chandrasekhar S, et al. Regulation 
of herpes simplex virus gamma(1)34.5 expression and oncolysis of diffuse liver metastases by 
Myb34.5. J Clin Invest. 2002 Apr;109(7):871–82.  
236.  Passer BJ, Cheema T, Zhou B, Wakimoto H, Zaupa C, Razmjoo M, et al. Identification of the 
ENT1 Antagonists Dipyridamole and Dilazep as Amplifiers of Oncolytic Herpes Simplex Virus-1 
Replication. Cancer Res. 2010 May 15;70(10):3890–5.  
237.  LaRocca CJ, Han J, Gavrikova T, Armstrong L, Oliveira AR, Shanley R, et al. Oncolytic 
adenovirus expressing interferon alpha in a syngeneic Syrian hamster model for the treatment 
of pancreatic cancer. Surgery [Internet]. [cited 2015 Apr 20]; Available from: 
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039606015000185 
238.  Hezel AF, Kimmelman AC, Stanger BZ, Bardeesy N, Depinho RA. Genetics and biology of 
pancreatic ductal adenocarcinoma. Genes Dev. 2006 May 15;20(10):1218–49.  
239.  Ye F-G, Song C, Cao Z-G, Xia C, Chen D-N, Chen L, et al. Cytidine deaminase axis 
modulated by miR-484 differentially regulates cell proliferation and chemoresistance in breast 
cancer. Cancer Res. 2015 Feb 2;canres.2341.2014.  
240.  Cros E, Jordheim L, Dumontet C, Galmarini CM. Problems Related to Resistance to 
Cytarabine in Acute Myeloid Leukemia. Leuk Lymphoma. 2004 Jan 1;45(6):1123–32.  
241.  Weizman N, Krelin Y, Amit M, Gil Z. Macrophages mediate gemcitabine resistance of 
pancreatic adenocarcinoma by upregulating cytidine deaminase. Oncogene. 2013;  
242.  Amit M, Gil Z. Macrophages increase the resistance of pancreatic adenocarcinoma cells to 
gemcitabine by upregulating cytidine deaminase. OncoImmunology. 2013 Dec;  
156
243.  Ebrahem Q, Mahfouz RZ, Ng KP, Saunthararajah Y. High cytidine deaminase expression in 
the liver provides sanctuary for cancer cells from decitabine treatment effects. Oncotarget. 2012 
Oct;  
244.  Stoller RG, Myers CE, Chabner BA. Analysis of cytidine deaminase and tetrahydrouridine 
interaction by use of ligand techniques. Biochem Pharmacol. 1978;  
245.  Newman EM, Morgan RJ, Kummar S, Beumer JH, Blanchard MS, Ruel C, et al. A phase I, 
pharmacokinetic, and pharmacodynamic evaluation of the DNA methyltransferase inhibitor 5-
fluoro-2’-deoxycytidine, administered with tetrahydrouridine. Cancer Chemother Pharmacol. 
2015 Mar;75(3):537–46.  
246.  Fazlul Huq. Molecular modeling analysis of the metabolism of zebularine. Journal of 
pharmacology and toxicology. 2006;  
247.  Yoo CB, Chuang JC, Byun H-M, Egger G, Yang AS, Dubeau L, et al. Long-term Epigenetic 
Therapy with Oral Zebularine Has Minimal Side Effects and Prevents Intestinal Tumors in Mice. 
Cancer Prev Res (Phila Pa). 2008 Sep 1;1(4):233–40.  
248.  Löffler M, Jöckel J, Schuster G, Becker C. Dihydroorotat-ubiquinone oxidoreductase links 
mitochondria in the biosynthesis of pyrimidine nucleotides. Mol Cell Biochem. 1997 Sep;174(1-
2):125–9.  
249.  Ahn CS, Metallo CM. Mitochondria as biosynthetic factories for cancer proliferation. Cancer 
Metab. 2015 Jan 25;3(1):1.  
250.  Fang J, Uchiumi T, Yagi M, Matsumoto S, Amamoto R, Takazaki S, et al. Dihydro-orotate 
dehydrogenase is physically associated with the respiratory complex and its loss leads to 
mitochondrial dysfunction. Biosci Rep. 2013;33(2):e00021.  
251.  Khutornenko AA, Dalina AA, Chernyak BV, Chumakov PM, Evstafieva AG. The Role of 
Dihydroorotate Dehydrogenase in Apoptosis Induction in Response to Inhibition of the 
Mitochondrial Respiratory Chain Complex III. Acta Naturae. 2014 Jan;6(1):69–75.  
252.  Krungkrai J. Malarial dihydroorotate dehydrogenase mediates superoxide radical production. 
Biochem Int. 1991 Jul;24(5):833–9.  
253.  Dunn GP, Bruce AT, Ikeda H, Old LJ, Schreiber RD. Cancer immunoediting: from 
immunosurveillance to tumor escape. Nat Immunol. 2002 Nov;3(11):991–8.  
254.  Le DT, Wang-Gillam A, Picozzi V, Greten TF, Crocenzi T, Springett G, et al. Safety and 
Survival With GVAX Pancreas Prime and Listeria Monocytogenes-Expressing Mesothelin (CRS-
207) Boost Vaccines for Metastatic Pancreatic Cancer. J Clin Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 
2015 Apr 20;33(12):1325–33.  
255.  Petrulio CA, Kaufman HL. Development of the PANVAC-VF vaccine for pancreatic cancer. 
Expert Rev Vaccines. 2006 Feb;5(1):9–19.  
256.  Kaufman HL, Kim-Schulze S, Manson K, DeRaffele G, Mitcham J, Seo KS, et al. Poxvirus-
based vaccine therapy for patients with advanced pancreatic cancer. J Transl Med. 2007;5:60.  
257.  Brenner MK, Gottschalk S, Leen AM, Vera JF. Is cancer gene therapy an empty suit? Lancet 
Oncol. 2013 Oct;14(11):e447–56.  
258.  Beatty GL, Haas AR, Maus MV, Torigian DA, Soulen MC, Plesa G, et al. Mesothelin-
Specific Chimeric Antigen Receptor mRNA-Engineered T Cells Induce Antitumor Activity in 
157
Solid Malignancies. Cancer Immunol Res [Internet]. 2013 Dec 19 [cited 2015 Mar 26]; Available 
from: http://cancerimmunolres.aacrjournals.org/content/early/2013/12/19/2326-6066.CIR-13-0170 
259.  Lü C, Williams AK, Chalasani V, Martínez CH, Chin J. Immunotherapy for metastatic 
prostate cancer: where are we at with sipuleucel-T? Expert Opin Biol Ther. 2011 Jan;11(1):99–
108.  
260.  Ohta T, Hori H, Ogawa M, Miyahara M, Kawasaki H, Taniguchi N, et al. Impact of cytidine 
deaminase activity on intrinsic resistance to cytarabine in carcinoma cells. Oncol Rep. 2004 
Nov;12(5):1115–20.  
261.  Schröder JK, Kirch C, Seeber S, Schütte J. Structural and functional analysis of the cytidine 
deaminase gene in patients with acute myeloid leukaemia. Br J Haematol. 1998 Dec;103(4):1096–
103.  
262.  Liu X, Wang W, Lin L, Song S. [Expression of Gemcitabine-resistance-related gene and 
polymorphism of ribonucleotide reductase M1 gene promoter in Gemcitabine-resistant A549/Gem 
and NCI-H460/Gem cell lines]. Zhonghua Zhong Liu Za Zhi. 2010 Jan;32(1):17–21.  
 
158
  
 
 
 
 
 
 
 
Annexes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
159
 160
  
 
 
 
 
 
 
 
ANNEXE 1: 
"MicroRNAs as emerging biomarkers 
and therapeutic targets for pancreatic 
cancer" 
 
 
161
 162
163
164
165
166
tions at risk. Advances in biomedical research have led 
to recent evidence that pancreatic cancer develops from 
preneoplastic lesions which can be considered as very 
effective risk factors. Three types of lesions have been 
identified so far: pancreatic intraepithelial neoplasia, mu­
cinous cystadenomas, and Intraductal Papillary Mucinous 
Neoplasia of the pancreas (IPMN). Interestingly, the 
latter lesions can be readily detected due to the progress 
and the multiplicity of the imaging devices in the clinical 
departments. The risk of degeneration of IPMN s varies 
according to the type of injured duct: it is of the order of 
60% for IPMN located in the main duct ( or mixed) while 
this risk is estimated at 15% for branch ducts. IPMN 
now represent 25% of the diagnosed pancreatic cystic 
tumors and 20% of resected pancreatic tumors, respec­
tively. Therefore, one of the most promising strategies 
to improve the dismal prognosis of pancreatic cancer is 
to identify early indicators of degeneration of IPMNs in 
populations at high risk of developing this cancer. Inter­
estingly, miRNAs have recently revealed a great potential 
as reliable early diagnosis biomarkers in IPMN s. Again, 
miR-21 and miR-155 are highly expressed in IPMN, 
while miR-155 is elevated in IPMN-associated pancreatic 
juice as compared to controls l621 • We demonstrated that 
miR-205 and miR-21 overexpression precede phenotypic 
changes in the pancreatic ducts, both in human samples 
and in transgenic mice developing cancerl631 • Interestingly, 
such over expression may occur early in the transfor­
mation from normal pancreatic tissue, as benign cystic 
tumors of low and hi�h malignant potential express high levels of this miRNA l 41• This strongly suggests that miR­
NAs such as miR-21 can possibly be used for an early di­
agnosis of this neoplasm. In a similar experimental mod­
el, Yabushita et al651 recently reported the over expression 
of miR-155, miR-21, miR-210, miR-18a, miR-203, miR-
30b-Sp, miR-31, miR369-Sp, miR3-376a and miR-541 in 
the serum of a human KRAS oncogenic transgenic rat 
model More importantly, Matthaei et a/661 assessed the 
diagnostic benefit of using miRNAs as biomarkers in 
pancreatic cyst fluid in patients, to identify IPMN that 
require resection and exclude non-mucinous cysts with 
a sensitivity of 89%, a specificity of 100%, and AUC of 
1. This work was further completed by Pr Giovannetti's 
group who demonstrated that miR-21, miR-155 and 
miR-101 showed significant differences in invasive vs 
non-invasive IPMNs, with miR-21 described as an in­
dependent prognostic biomarker in invasive IPMNs l671 • 
Again, miR-21 and miR-155 were recently described as 
upregulated during the development and progression of 
IPMN l681 • MiR-21 in cystic fluid was identified as a can­
didate biomarker to distinguish between benign, prema­
lignant, and malignant cysts [691 , while miR-221 could be 
used for the identification of more advanced malignant disease[691 • Last, a work from Pr Maitra's group recently 
revealed that a 9-miRNA panel quantified in cystic fluid 
may aid in diagnosis and surgical treatment decisions for 
patients with pancreatic cystic lesions, such as high-grade 
IPMNs [661 • Thus, miRNAs may reveal as non-invasive 
indicators of degeneration in a population at high risk of 
Gayral M et al. MicroRNAs in pancreatic cancer 
developing incurable cancer. Once identified, patients will 
be stratified and will benefit from early surgical manage­
ment that will greatly improve their survival and progno­
sis. Finally, this approach is likely to strengthen the sur­
veillance protocol and to reduce the costs associated with 
patients care. 
ROLE OF MIRNAS IN PANCREATIC 
CANCER 
miRNAs are broadly involved in pancreatic 
carcinogenesis 
Many miRNAs have been reported to alter cancer pro­
liferation and/ or migration, both in vitro and in vivo. 
miR-132 and miR-212 were recently reported to be over 
expressed in pancreatic cancer as compared to normal 
or benign adjacent pancreas to the tumor l211 • Interest­
ingly, these miRNAs target the retinoblastoma tumor 
suppressor 1 (Rbl) to favor cancer cell proliferation L211 • 
Another study by Pr Shao's group yielded conflicting 
results as they demonstrated that miR-132 was down 
regulated in cancer vs normal benign normal tissues L221 • 
In the later study, enforced expression of miR-132 in cell 
lines derived from PDAC led to proliferation and colony 
formation inhibitionl221• Yu et a/231 reported that miR-96 is 
downregulated in PDAC as compared to normal tissues 
and targets KRAS. Consequently, restoring miR-96 ex­
pression strongly inhibited in vitro cell proliferation, inva­
sion, induced apoptosis and reduced tumor growth. This 
was further confirmed in a recent study linking ecotropic 
viral integration site 1 oncoprotein-mediated inhibition 
of miR-96 to promote KRAS expression during early 
pancreatic carcinogenesis [7°1• MiR-198 acts as a central 
tumor suppressor in PDAC and modulates the expres­
sion of many oncogenic factors such as MSLN, OCT-2, 
PBX-1, and VCP[711 • Very interestingly, low miR-198 ex­
pression prognosticates poor patient outcome, while high 
miR-198 may disrupt this oncogenic network and predict 
better prognosis and increased survival 
Epigenetic regulation of miRNAs involved in pancreatic 
cancer progression 
MiR-148 family members may have distinct effects on 
PDAC-derived cells proliferation. While miR-148a ex­
pression is lost during PDAC carcinogenesis following 
methylation of its DNA sequence l34l, we recently dem­
onstrated that enforced expression of this miRNA didn't 
impaired PDAC-derived cells cell proliferation nor tumor 
growth in experimental models[721• On the other hand, 
recent results described that miR-148b can inhibit cell 
proliferation, invasion, and enhance chemosensitivity of 
PDAC by targeting AMPKa1[731 • MiR-124 is also silenced 
by aberrant methylation in PDAC; consequently, tumor 
progression and metastasis are enhanced due to the lack 
of Rael targeting[741• MiR-34a miRNA, which is directly 
regulated by p53, is also subjected to epigenetic silencing 
in numerous neoplasms, including PDAC[7 SJ. Strikingly, 
this miRNA plays a pivotal role in PDAC stem cell self-
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antagonists, a paradigm closely related to the clinical sce­
narios in which such therapies will be employed. While 
there clearly remains significant work to be clone, this 
work is the first to demonstrate that targeting oncogenic 
miRNA is very effective to stop the tumor growth of a 
very aggressive PDAC modeL It also emphasizes the cen­
tral role of miR-21 in this cancer, and paves the way to 
forthcoming studies to discover the many pathways con­
trolled by this miRNA in PDAC. Because miR-21 is over 
expressed in most human tumors; therapeutic delivery 
of miR-21 antagonists may still be beneficial for a large 
number of cancers for which no cure is available. 
CONCLUSION 
miRNAs can be detected and quantified not only in fro­
zen tissues, but also in formalin-fixed paraffin-embedded 
tissues, as well as serum and plasma samples. These tiny 
but potent molecular markers have proven effective for 
PDAC classification, prognostic stratification and drug­
response prediction. Strikingly, miR-21, and to a lower 
extentmiR-196, miR-217, miR-10b and miR-155, appears 
to be constantly up regulated in PDAC, and to be indica­
tive of poor survival, response to treatment and/ or meta­
static disease. PDAC is also frequently associated with 
a dense stromal reaction that may favor tumor progres­
sion and resistance to treatment Recently, Pr Donahue's 
group has pointed out that miR-21 expression in PDAC 
tumor-associated fibroblasts is associated with decreased 
overall survival and promotes tumor cells invasion l961 • 
This work may stem for novel diagnostic and therapeutic 
strategies for dual targeting of both tumor and stroma 
in PDAC. Whether this will translate into clinical ap­
plications is still highly debated. Above all, circulating 
miRNAs, in combination with other "omics" approaches 
such as proteomics, are expected in the future to prove 
specific and/ or sensitive as a long-awaited screening tool 
forPDAC. 
On the other hand, miRNAs are key players in PDAC 
carcinogenesis, and can be organized in oncogenic net­
works aimed at inhibiting multiple tumor suppressor 
genes. They are involved in the regulation in many if not 
all cancerous pathways such as cell proliferation, dissemi­
nation, resistance to apoptosis or chemotherapy. Con­
sequently, the development of miRNA-based therapies 
have the potential to overcome the limitations of present 
cancer therapies that often lead to relapse because of the 
complexity and the redundancy of the targeted signaling 
pathways. The path from drug discovery to clinical trials 
is long and still hampered by many challenges. Despite 
the fact that hundreds of ongoing clinical trials include 
miRNA as biomarkers, miR-122 is the unique miRNA 
that as successfully reached clinical trial as targeted ther­
apy to treat HCV infection r97'981• Nevertheless, it is our 
belief that miRNA-based therapeutics (especially to tar­
get miR-21) for cancer are not far behind, and that com­
bination of miRNA therapy with targeted or traditional 
therapies may provoke a synergistic effect for treatment 
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of cancer in clinical trials in the next few years. 
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rate after diagnosis is < 3.5%[1l . The only curative treat­
ment is surgical resection but this surgery is possible in 
only 10% to 15% of cases. The remaining cases with 
locally advanced and/ or metastatic pancreatic cancer are 
treated in a palliative way with chemotherapy (Gemcit­
abine or FOLFIRINOX) or best supportive carell . This 
dismal prognostic is partly due to the lack of robust 
markers for the early diagnosis of PDAC that may jeop­
ardize treatment efficacy in a subset of patients. Endo­
scopic ultrasound-guided fine-needle aspiration (EUS­
FNA) is a rapid, safe, cost-effective, and accurate tech­
nique for evaluating and staging pancreatic tumors [2-6l . In 
addition, EUS-FNA is the main clinical appliance for cy­
tological and histological material collection from locally 
advanced PDAC that represents 85% of pancreatic can­
cer patients. However, its accuracy for the diagnosis of 
malignancy varies widely with a sensitivity ranging from 
65% to 95%, and with a mean accuracy of 85% (negative 
predictive value ranging from 50% to 70%). Despite the 
miniaturization of histological samples provided by the 
FNA using 22 Gauge needle, immunohistochemistry can 
be achieved when micro biopsies are collected, fixed and 
embedded in paraffin. In our experience, micro-biopsies 
can be thus obtained in near 80% of cases. These Immu­
nodiagnostic can be useful to differentiate for instance 
PDAC from endocrine tumors. It is harder to differenti­
ate malignant from inflammatory lesions of exocrine 
pancreas. Despite modern imaging techniques, difficul­
ties persist to early diagnose PDAC and to differentiate 
PDAC from benign diseases such as chronic pancreatitis 
especially in its pseudotumoral forml2-51• It is indeed criti­
cal to avoid unnecessary resection of benign lesions (such 
as focal lesions of chronic pancreatitis or autoimmune 
pancreatitis) or to delay the treatment of PDAC in a sub­
set of patients. Finally EUS-FNA may be inconclusive 
or doubtful in up to 20% of casesrz-7J_ An explanation for 
an inconclusive cytopathology is multiple: (1) in PDAC 
the presence of desmoplastic reaction often associated 
with poor cellularity; (2) distinguishing well-differenti­
ated PDAC and reactive atypia is difficult to appreciate 
in small samples; (3) small tumors are often not easy to 
biopsy and performances of cytopathology are lower[7] ; 
and ( 4) well vascularized tumors that have a high risk of 
coagulating within the FNA materials. In cases where 
there is an inconclusive biopsy, a doubt persists regard­
ing the presence or not of malignancy. Some technical 
improvements have been developed such as contrast ul­
trasound, elastography, new generations of needle (pro­
core biopsy needle), or transport media for samplesrs-ni_ 
However, a subset of samples remained inconclusive 
and accuracy of EUS-FNA is still around 80%-85%. In 
parallel, the improvement of molecular biology tech­
niques including DNA and RNA amplification permits 
the analysis and the quantification of molecular markers 
in cytological samples, especially from EUS-guided FNA 
of pancreatic lesionl2-17l_ In addition, EUS-FNA that 
allows sampling of biological material and molecular 
biology is mandatory not only for pathologists but also 
Bournet Bet al. Molecular diagnosis of pancreatic cancer 
for scientists to discover new molecular biomarkers for 
this disease. This review depicts the widespread potential 
for the molecular analysis of samples obtained by EUS­
FNA in assessing diagnosis or prognosis of PDAC, as 
well as translational studies on new markers and epigen­
etic alterations. 
POTENTIAL OF MOLECULAR ANALYSIS 
ON EUS-FNA MATERIALS 
DNA extraction 
Despite using fine needles, sufficient materials can be 
obtained for cytology and histology. A portion of this 
material, collected following air or saline flushing of 
the needle once the core biopsies have been reclaimed 
for histopathology, can be used for further molecular 
analysis. A mean of 550 nanograms of DNA (range 100 
nanograms to 1.5 mg) is obtained and DNA amplifica­
tion is possible in 98 to 100 of casel8l . For compari­
son, previous studies and protocols conducted on pure 
pancreatic juice attested for a lack of extraction/ am­
plification in almost 13% of samplel 9-21l . Thereafter, 
purified DNA authorizes PCR followed by Restriction 
Fragment Length Polymorphism or sequencing. Recently 
we developed an allelic discrimination assay on material 
sampled on EUS-FNA as well as specific Methylation­
Specific PCR assa/22l . All these procedures are success­
ful in almost 100% of the cases, in the absence of DNA 
pre-amplification. This is of prime importance because 
DNA amplification generates mutations especially when 
using a low amount of starting material that can eventu­
ally bias subsequent analysis. In addition, new develop­
ment of large-scale sequencing allows analysis of 400 
genes simultaneously with a minimal quantity of DNA 
of 50 ng DNA. High volume for sequencing is also of­
fered with a mean value of 1.5 µg. That opens a window 
to large-scale molecular analysis from a single EUS-FNA 
materials and from a single patient 
RNA extraction 
While material collected from pancreatic tumor or in­
flammatory tissue is less exposed to RNAse digestion as 
compared to normal pancreatic tissue, the risk of degra­
dation is very high if one wants to analyze high-quality 
RNA. From a practical point of view, cytological samples 
should be immediately stored in transport medium (such 
as RNable) and frozen at -25 °C until use. After cen­
trifugation, total RNA can be extracted using Micro kits 
(for example RNeasy from Qiagen) followed by DNAse 
treatment At this crucial stage, RNA quality and quan­
tity should be determined with specific bioanalyzer (for 
example Biorad Experian analyser and Agilent Tech­
nologies). RNA samples that are highly degraded (RNA 
18S/28S ratio less than 1) or with a quantity lower than 
5 ng should be discarded. Indeed, degraded RNA are 
not suitable for reverse transcription or amplification. 
In our experience, near 50% of FNA materials appears 
non available for a reliable mRNA analysis. For assay of 
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ity, and 79% accuracy. Jahng et af48l reported that the 
combination of p53 and cytology to detect malignancy 
increased the sensitivity to 51 % with 100% specificity, 
whereas cytology alone had 41 % sensitivity and 100% 
specificity. Salek et af49l reported also that BUS-guided 
FNA cytology combines with screening of Kras muta­
tions and allelic losses of tumor suppressor p16 and 
DPC4 represents a very sensitive approach particularly in 
cases where FNA has been inconclusive. Another group 
recently investigated with the same issue the quantitative 
analysis of MMR genes [SOJ_ 
MICRORNA 
MicroRNA: from basics to clinics? 
MicroRNAs are small non coding RNA that functions 
as translation inhibitors of messenger RNA mainly 
following binding to 3'-untranslated region [Sl-53l_ This 
mechanism is conserved from plants to humans. These 
molecules are tightly involved in the regulation of many 
physiological processes. Indeed they regulate more than 
30% of mammalian gene products. In addition, microR­
NAs play important roles in many diseases, including 
cancer, cardiovascular disease, and immune disorders. 
Besides their high stability in tissues and fluids, microR­
NAs can repress the expression of dozens or hundreds 
of genes, making them an attractive therapeutic target. 
MicroRNA expression is finely regulated by epigene­
tic modification (DNA methylation of promoters encod­
ing for microRNA), change in DNA copy numbers, and 
genetic mutations [54l_ For example miR-21 production 
is increased by Kras (G12D) or EGFR and decreased 
by TGF-b l55l_ For epigenetic regulation Choi et af56l de­
scribed in 2012 the DNA methylation of promoter en­
coding for many microRNAs as a physiological process 
for mesenchymal stem cell differentiation. As described 
previously, microRNAs are very stable in tissues and 
fluids (urine, plasma, saliva). This is a key advantage as 
compare to protein or mRNA. That is why microRNAs 
are an emerging class of biomarkers in physiological and 
pathological processes, including pancreatic diseases. 
MicroRNA and pancreatic cancer 
microRNA expression is profoundly altered in cancer or 
is strongly modulated during carcinogenesis. MicroRNAs 
can be organized in two classes; the oncomicroRNAs 
which are upregulated in cancer (miR-155, miR-21f7l 
and the tumor suppressor microRNAs (let-7 family) 
which are down regulated in cancer cell 81 • 
Concerning pancreatic cancer, many articles described 
that there is an early aberrant microRNA production in 
pancreatic carcinogenesis and more precisely in the de­
velopment of precancerous lesions called PanIN. Indeed, 
the production of miR-21, miR-221, miR-222, and let-
7a increased with human PanIN grade, with peak pro­
duction occurring in hyperplastic PanIN-2/3 lesions [551• 
Epigenetic regulation of microRNA is also described 
to modulate microRNA expression during pancreatic 
carcinogenesis. For example, miR-148 is down regulated 
due to an hypermethylation of its DNA [59l_ These early 
disturbances in the expression of microRNA persist 
then partly in advanced pancreatic cancer stages. In ad­
dition, many recent reports describe the alteration of 
microRNA expression in IPMN s, well-described non­
invasive precursor lesions of pancreatic cancer[601• Such 
approach may aid in diagnosis and surgical treatment de­
cisions for patients with pancreatic cystic lesions. Taken 
together, microRNAs could be the ultimate biomarkers 
at the clinical level for the early diagnosis of pancreatic 
cancer and would thus allow tumor resection that is usu­
ally associated with the best prognosis. 
Wang et a/611 were the first to report the detection of 
microRNA in the blood of pancreatic cancer patients. 
Interestingly, microRNA profiling in plasma can differ­
entiate pancreatic cancer patients from healthy controls. 
They demonstrate that the plasma levels of panel of four 
microRNAs (miR-21, miR-210, miR-196a and miR-155) 
reveal a sensitivity of 64% and a specificity of 89% for 
pancreatic cancer. In addition, expression profiles of 
microRNAs may also be very informative not only to 
discriminate pancreatic cancer from the normal pancreas, 
but also for the differential diagnosis of chronic pancre­
atitis. This shows the interest of microRNAs as diagnos­tic tool in biological fluids in a non-invasive manner. 
MicroRNA have been described as key players in 
pancreatic cancer development but above in pancreatic 
cancer cell chemoresistance. The mechanisms involved 
in drug resistance of cancer cell include alteration of 
drug target, altered regulation of the cell cycle and apop­
tosis, increased DNA damage repair and ejection of the 
drug from the cell by drug efflux pumps. Interestingly, 
microRNAs can influence the drufG response by regulat­ing all of these cellular processes 621• MiR-21, miR-146, 
miR205, miR10b, miR-7 and many others microRNAs 
are implicated in these phenomenon. In this context, 
microRNAs can serve not only as a valuable therapeutic 
target but also as a predictive marker for a large number 
of diseases including pancreatic cancer. The study of 
microRNA expression in tumors may also lead to the 
identification of different molecular subtypes of pan­
creatic cancer that may provide insight into selection of 
patients likely to benefit from therapies. Nevertheless, 
whether this will translate into clinical applications is still 
highly debated. 
Some microRNAs are not only predictive and di­
agnostic markers but also prognostic markers. Indeed, 
Bloomston et a/631 originally reported that 6 microRNAs 
(miR-452, miR-105, miR-127, miR-518a-2, miR-187, miR-
30a-3p) are over-expressed in the patients with a longer 
survival (greater than 2 years). In addition, Yu et a/641 
reported that patients with high levels of miR-200c ex­
pression present with significantly better survival rates 
than those with low levels of miR-200c expression. 
To conclude microRNA expression signature may 
be informative for the diagnosis, prognosis and predic­
tive of pancreatic cancer[651• In other words micro RN As 
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Despite tremendous efforts worldwide from clinicians 
and cancer scientists, pancreatic ductal adenocarcinoma 
(PDA) remains a deadly disease for which no cure is 
available. Recently, microRNAs (miRNAs) have emerged 
as key actors in carcinogenesis and we demonstrated 
that microRNA-21 (miR-21), oncomiR is expressed early 
during PDA. In the present study, we asked whether tar-
geting miR-21 in human PDA-derived cell lines using 
lentiviral vectors (LVs) may impede tumor growth. We 
demonstrated that LVs-transduced human PDA effi-
ciently downregulated miR-21 expression, both in vitro 
and in vivo. Consequently, cell proliferation was strongly 
inhibited and PDA-derived cell lines died by apoptosis 
through the mitochondrial pathway. In vivo, miR-21 
depletion stopped the progression of a very aggres-
sive model of PDA, to induce cell death by apoptosis; 
furthermore, combining miR-21 targeting and chemo-
therapeutic treatment provoked tumor regression. We 
demonstrate herein for the first time that targeting 
oncogenic miRNA strongly inhibit pancreatic cancer 
tumor growth both in vitro and in vivo. Because miR-
21 is overexpressed in most human tumors; therapeutic 
delivery of miR-21 antagonists may still be beneficial for 
a large number of cancers for which no cure is available.
Received 23 August 2012; accepted 30 January 2013; advance online 
publication 12 March 2013. doi:10.1038/mt.2013.35
IntroductIon
The vast majority of patients with pancreatic ductal adeno-
carcinoma (PDA) display an advanced disease that results 
in a low resection rate leading to a dismal overall median sur-
vival of 4–6 months.1 The estimated 5-year survival rate is <5%. 
Although PDA is not among the most common tumors, it is one 
of the most frequent causes of cancer-related death with ~28,000 
deaths/year in the United States and 40,000/year in Europe.1 The 
therapeutic armamentarium against PDA consists of conven-
tional chemotherapeutic agents such as gemcitabine and more 
recently FOLFIRINOX that offer a marginal survival benefit for 
PDA patients.2,3 Moreover, unlike other digestive cancer entities 
such as colon cancer or gastrointestinal stromal tumors, molec-
ular-targeted therapies have so far largely failed to positively 
impact patient survival in PDA.2 Consequently, developing new 
 treatments that may profoundly change the therapeutic landscape 
of PDA is urgently needed.
For the vast majority, PDA occurs sporadically. Milestone 
genetic studies identified K-ras gene activation in >85% of PDAs, 
whereas p16 and TP53 are inactivated in about 95% of cases.2 
Last, SMAD4 is lost in 55% of PDAs. By contrast, little is known 
about the subsequent molecular changes contributing to this 
very aggressive cancer. Many growth signaling pathways are 
over-activated in PDA while alteration of tumor suppressor gene 
expression is frequently detected in PDA. Consequently, evasion 
of apoptosis, cell survival, aberrant angiogenesis, invasion, and 
metastatic spread are landmarks of PDA. In addition, many other 
processes are involved in PDA and can contribute to its devel-
opment. Much progress has been made linking the expression 
of microRNAs (miRNA) with PDA.4 Despite their small size at 
about 22 nucleotides, these endogenous noncoding RNAs have 
an astonishing effect on protein-coding gene expression, and 
regulate various cellular events including proliferation, apopto-
sis, and differentiation.5 We hypothesized that aberrant miRNA 
expression could impact these processes in pancreatic cells, 
ultimately contributing to tumor initiation, promotion, and/or 
progression. In a preliminary work, we identified microRNA-21 
(miR-21) as overexpressed in early pancreatic cancer lesions, 
pancreatic tumors, and pancreatic cancer-derived cell lines.6 
miR-21 is one of the most cited miRNA, and has emerged as the 
miRNA most frequently associated with poor outcome in can-
cer, including PDA.7 In addition, miR-21 stands downstream in 
many oncogenic pathways8 including but not restricted to acti-
vated KRAS6 and EGF receptor6 to target multiple tumor sup-
pressors.8 In theory, invalidation of miR-21 should (i) blunt many 
oncogenic pathways driving tumorogenesis, and (ii) relieve mul-
tiple antitumoral signals that could hinder tumor progression. As 
such, miR-21 is considered as a very promising therapeutic target 
for cancer, including PDA. However, most studies have been per-
formed in vitro, and in vivo studies based on systemic or localized 
target delivery of anti-miR-21 are still lacking.8
In the present work, we asked whether depleting miR-21 
may impede tumor proliferation in vitro and in vivo in a very 
aggressive preclinical model of PDA. Since a variety of human 
cancer cells including PDA have been shown to overexpress 
miR-21, development of a targeted therapeutic that would sup-
press oncogenic miR-21 would be a promising antitumor ther-
apy against cancer.
Correspondence: Pierre Cordelier, INSERM U1037, Cancer Research Center of Toulouse and Université Paul Sabatier Toulouse III, Toulouse 31452, 
France. E-mail: pierre.cordelier@inserm.fr
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results
targeting mir-21 inhibits PdA-derived cells 
proliferation
We previously demonstrated that the miRNA, miR-21 is overex-
pressed in early pancreatic cancer lesions, pancreatic tumors, and 
pancreatic cancer-derived cell lines.6 To further study its function 
in PDA, we generated lentiviral vectors (LV) for the stable and 
permanent expression of RNA interference hairpins antisense to 
miR-21 (LV(a/miR-21)). These vectors transduced exponentially 
growing Mia PaCa-2 cells with high efficacy without selection 
(Supplementary Figure S1), to knockdown miR-21 expres-
sion (−95 ± 4%, P < 0.01, Figure 1a) as compared with control-
transduced cells. Noteworthy, LV(a/miR-21) did not significantly 
impact the cellular levels of other miRNAs (Supplementary 
Figure S2). Consequently, PDA cell viability and cell prolifera-
tion were strongly antagonized, in a dose-dependent manner in 
response to LV(a/miR-21) treatment (Figure 1b,c, respectively). 
Inhibition of cell proliferation was maximal at 72 hours following 
cell transduction (Supplementary Figure S3). In preclinical inves-
tigations, the multicellular tumor spheroid system has provided 
an appropriate in vitro system to evaluate and predict pancreatic 
tumor cells response to therapeutics.9 Consequently, we generated 
spheroids of Capan-2 cells stably expressing miR-21 antisense. 
We found that targeting miR-21 significantly inhibited PDA 
tumor spheroids’ growth as compared with control-transduced 
cells (Figure 1d). Taken together, we demonstrate that miR-21 is 
essential for the proliferation of PDA-derived tumor cells both in 
monolayer cultures and in three-dimensional models.
mir-21 protects PdA-derived cells from apoptosis
We next investigated the molecular mechanisms involved in 
the antiproliferative effect consecutive to miR-21 depletion in 
PDA-derived cell lines. Mia PaCa-2 cells were transduced with 
different doses of LV(a/miR-21) and sampled for cell cycle analy-
sis. Flow cytometric analysis of propidium iodide-stained cells 
showed that the pre-G0/G1 cell population significantly increases 
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Figure 1 In vitro targeting of mir-21 using lentiviral vectors decreases mir-21 cellular content and strongly inhibits PdA cell proliferation and 
viability. Mia PaCa-2 cells were transduced by LV(a/miR-21) encoding for miR-21 antisenses at the indicated MOI. Control cells were transduced with 
GFP-encoding lentiviral vectors, or left untransduced. (a) miR-21 expression was determined by qRT-PCR. Results, expressed as 2−ΔCt, are mean ± SEM 
of five independent experiments performed in duplicate. (b) Cell viability and (c) cell proliferation were determined 72 hours following transduction. 
Results are mean ± SEM of five independent experiments performed in triplicate. (d) Capan-2 cells were stably transduced with LV(a/miR-21). Control 
cells were stably transduced with LV(GFP). After 2 weeks in culture, spheroids surface was measured using ImageJ software. Results are mean ± SEM 
of three independent experiments of eight replicates. *P < 0.05; **P < 0.01. GFP, green fluorescent protein; LV, lentiviral vector; MOI, multiplicity of 
infection; PDA, pancreatic ductal adenocarcinoma; qRT-PCR, quantitative reverse transcriptase-PCR.
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after exposure to LV(a/miR-21), as compared with control-trans-
duced cells (Figure  2a). This effect was dose-dependent and 
maximal at multiplicity of infection = 5 (11.3 ± 8.6 fold increase, 
P < 0.05; Figure 2a, insert). We next performed western blotting 
for caspase-3 and PARP in PDA-derived cell lines depleted for 
miR-21. As shown in the left panel of the Figure 2b, transduc-
tion with LV(a/miR-21) induces caspase-3 and PARP cleavage 
in PDA-derived cell lines, as compared with control-transduced 
cells. In addition, we found that miR-21 knockdown resulted in 
Bcl-2 inhibition and induction of Bax and Bim by western blot-
ting (Figure 2b, right panel) and immunofluorescence (data not 
shown). The latter findings support that miR-21 knockdown 
results in the activation of apoptosis through the mitochondrial 
pathway in PDA-derived cells.
noninvasive tracking of PdA tumor growth
We next generated a novel model of PDA for the noninvasive 
tracking of tumor growth based on the Lucia luciferase. Lucia 
belongs to the family of secreted luciferase, such as Gaussia lucif-
erase, that can be sampled in the blood to monitor tumor growth 
and response to therapeutics.10 Mia PaCa-2 cells expressing Lucia 
were plated in culture dishes and grown for 7 days. Lucia produc-
tion was sampled in the culture medium and cells were counted. 
We found that (i) Lucia accumulated in the cell supernatant, and 
that (ii) Lucia levels were correlated to tumor cell number (R2 = 
0.91) (Supplementary Figure S4a). We next demonstrated that 
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by apoptosis via the mitochondrial pathway. Mia PaCa-2 cells were 
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Histograms are representative of three independent experiments. Insert: 
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Figure 3 efficient knockdown of mir-21 in PdA tumors using lenti-
viral vectors. Pancreatic tissue was harvested 12 days following gene 
transfer for analysis of miR-21 expression by in situ hybridization. Results 
are representative of five different (a) low (×4) or (b) high (×40) power 
fields from three different tumors for each group. Insert: quantification 
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Mia PaCa-2 Lucia cells were as sensitive as parental Mia PaCa-2 
cells to miR-21 depletion (Supplementary Figure S4b). Last, 
Lucia monitoring permits the noninvasive quantification of miR-
21 knockdown inhibitory effect on PDA cells’ proliferation, in a 
time and a dose-dependent manner (Supplementary Figure S4c).
We next engrafted Mia PaCa-2 Lucia cells in the pancreas of 
five severe combined immunodeficiency mice. Lucia was sampled 
from serum for 63 days. As expected, Lucia levels increased pro-
gressively in the blood of severe combined immunodeficiency 
mice with intrapancreatic tumors (Supplementary Figure S5a). 
However, tumor growth varied considerably between subjects. In 
addition, such slow-growing tumors may not be adequate for the 
preclinical testing of therapeutic regimens. Consequently, intra-
pancreatic tumors were removed, mechanically processed, cul-
tured ex vivo, and injected in the pancreas of recipient mice. As 
shown in Supplementary Figure S5b and insert, tumor growth 
monitored by Lucia levels and tumor volume measurement was 
homogenous, to give rise to tumors 15 days following tumor cells 
implantation (Supplementary Figure S5b). Last, Lucia levels 
were correlated to tumor volume (R2 = 0.85) (Supplementary 
Figure S5c). Taken together, we demonstrate herein for the first 
time that Lucia blood assay can be used for the ex vivo, noninva-
sive, monitoring of PDA-derived cells tumor growth.
In vivo depletion of mir-21 strongly inhibits PdA 
tumor growth
To assess the therapeutic efficacy of targeting miR-21 in PDA, LV(a/
miR-21) were administrated with a single intratumoral injection 
16 days following tumor induction, a time point at which animals 
typically have medium-sized tumors. Control tumors received 
LV(GFP). We observed no significant variations in body weight of 
animals receiving LVs, underscoring the safety of targeting onco-
genic miRNA using LVs (Supplementary Figure S6). Pancreatic 
tissue was harvested 2 weeks later for analysis of miRNA expres-
sion. As expected, human tumors transduced with LV(GFP) exhib-
ited high-level expression of miR-21, both in tumor cells and their 
microenvironment (Figure 3). On the other hand, LV(a/miR-21) 
delivery resulted not only in histological evidence of tumor necrosis 
but also inhibition of miR-21 expression in tumor cells (Figure 3b 
and insert). These data demonstrate that LV(a/miR-21) provides an 
effective means to target miR-21 in pancreatic tumors.
We next monitored orthotopic pancreatic tumors progres-
sion using blood Lucia assay following LV(GFP) or LV(a/miR-21) 
intratumoral administration. Strikingly, the growth of this very 
aggressive tumor model was stopped by day 2 up to day 12 follow-
ing in vivo depletion of miR-21, compared with green fluorescent 
protein (GFP)-expressing LVs (Figure  4a). Animals were killed 
LV(GFP)
LV(a/miR-21)
LV(GFP)
LV(a/miR-21)
LV(GFP)
0
−20 −16 −12 −8 −4 0
Days
Gene transfer
4 8 12 0
Days following gene transfer
12
**
**
**
0
2
4
6
Tu
m
o
r 
vo
lu
m
e 
(fo
ld
 in
cr
ea
se
)
8
10
0 0
Cleaved caspase-3
5
10
Fl
uo
re
sc
en
ce
 in
te
ns
ity
15
20
Ki67
2
4
6
Fl
uo
re
sc
en
ce
 in
te
ns
ity
8
10
12
14Insert
200
400
600
Tu
m
o
r 
pr
og
re
ss
io
n
(lu
cia
 le
ve
ls,
 
%
 o
f c
on
tro
l) 800
1,000
LV(a/miR-21)
a
b
** *** ***
***
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and tumor burden was assessed 2 weeks following intratumoral 
gene transfer. Animals treated with control vectors developed ful-
minant disease as tumor volume increased by more than eightfold 
during the course of the experiment (Figure 4a, insert). In con-
trast, LV(a/miR-21)-treated animals were dramatically protected, 
exhibiting only weak tumor progression (2.09 ± 0.4 fold increase). 
In addition, we observed (i) markedly reduced Ki67 staining and 
(ii) induction of apoptosis as measured by caspase-3 cleavage in 
tumors following administration of LV(a/miR-21) (Figure  4b). 
We conclude that targeting miR-21 uniformly diminished disease 
progression of experimental pancreatic adenocarcinoma.
targeting mir-21 induces tumor angiogenesis
miR-21 is one of the few miRNAs involved in angiogenesis regu-
lation,11,12 and acts as an inhibitor of endothelial cell proliferation 
and migration in a mouse model of choroidal neovascularization.11 
We asked whether pancreatic tumor vascularization was affected 
following LV(a/miR-21) treatment. LV(GFP)-transduced pan-
creatic tumors were weakly vascularized (Figure 5a,b). However, 
miR-21 depletion resulted in the massive induction of vessels sur-
rounding the tumor (4 ± 1.1 fold increase, P < 0.005; Figure 5b, 
insert). Interestingly, peripheral blood vessels also demonstrated a 
marked reduction in miR-21 levels following LV(a/miR-21) gene 
transfer (Supplementary Figure S7). To investigate the mecha-
nisms through which miR-21 down-expression results in pan-
creatic tumor angiogenesis, we examined functional targets of 
this miRNA.8,11 While the expression of Sprouty-1 and Sprouty-2 
remained unchanged between LV(GFP)- and LV(a/miR-21)-
treated tumors (data not shown), RhoB expression greatly 
increased following miR-21 depletion (Figure 5c), as previously 
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described in other models.11 Altogether, these data document that 
miR-21 represses the expression of RhoB, providing one mecha-
nism through which targeting this miRNA enhances PDA tumor 
angiogenesis.
combining mir-21 targeting and chemotherapeutic 
treatment provokes pancreatic tumor regression
Despite its contested efficacy in preclinical models and clinical tri-
als for PDA patients, gemcitabine became the standard treatment 
for advanced disease 15 years ago after showing superiority over 
fluorouracil. Since then, many phase III trials of newer cytotoxic 
or biologic agents combined with gemcitabine have not shown 
any survival improvement compared with gemcitabine alone.2 To 
assess whether targeting miR-21 may translate into clinical prac-
tice to manage PDA, we compared the efficacy of our approach 
with standard gemcitabine treatment. Consequently, LV(GFP) 
and LV(a/miR-21) vectors were injected into exponentially grow-
ing pancreatic tumors. In parallel, high dosage of gemcitabine 
(125 mg/kg) was administrated twice weekly by intraperitoneal 
injection. Blood samples were collected every 2–3 days during 
the course of the experiment. We found that gemcitabine slightly 
inhibited PDA tumor progression, as compared with vehicle 
(−21%, P < 0.05, Figure 5d). On the other hand, miR-21 deple-
tion strongly inhibited PDA tumor growth, as compared with 
LV(GFP)-transduced tumors (−75%, P < 0.01, Figure 5d).
Because the data presented herein support that depletion of 
miR-21 stimulates angiogenesis in this experimental model of 
PDA, we hypothesized that targeting miR-21 may augment tumor 
drug delivery to enhance the efficacy of systemic therapies. The 
results presented Figure  5d demonstrate that combining gem-
citabine treatment and transduction with LV(a/miR-21) stopped 
tumor progression (Figure  5d) and induced tumor shrinkage 
(−40 ± 5%, P < 0.01 data not shown), as compared with control 
tumors. Thus, we demonstrate for the first time that (i) targeting 
miR-21 is more effective than standard chemotherapeutic treat-
ment to inhibit PDA tumor growth, and that (ii) combining both 
therapeutic approaches provokes tumor regression in this very 
aggressive experimental model of pancreatic cancer.
dIscussIon
PDA is a highly heterogeneous disease.13 Large-scale genetic 
analysis recently shed light on the numerous exomic alterations 
detected in this cancer in diverse signaling pathways.14 In addition, 
primary tumors are intrinsically heterogeneous, and specific cel-
lular subclones can also be identified in metastasis.15 Interestingly, 
the type and number of genomic rearrangements in DNA vary 
considerably between patients, while they seem to occur early 
during tumor development.16 This heterogeneity is believed to be 
a major clinical obstacle to the successful treatment of PDA.
PDA has developed sophisticated networks of biological 
activities to maintain self-sufficiency in growth signal, resistance 
to endogenous antiproliferative signals, evasion from apoptosis, 
limitless replicative potential, and tissue invasion and metastasis. 
Noteworthy, miRNAs are demonstrated to participate in each one 
of these processes. This feature renders miRNA highly appeal-
ing as therapeutic target, considering that modulation of a single 
miRNA may affect many pathways simultaneously to achieve 
clinical benefit. Such approach is likely to reduce the emergence 
of resistant clones since many concomitant mutations would be 
required to subvert the effects of miRNA expression modulation.
Alterations in miRNA expression are not exceptional but 
rather common in human cancer.5 We were among the first to 
demonstrate that miR-21, the miRNA which is most frequently 
associated with poor outcome in human cancer,7 is expressed early 
during pancreatic carcinogenesis.6 Compelling evidences indi-
cate that miR-21 participates in many cancerous pathways, such 
as cancer cell proliferation, migration, invasion, metastasis, and 
resistance to cytotoxic chemotherapeutic agents.8 In PDA, inhi-
bition of miR-21 decreases proliferation, matrigel invasion, and 
chemoresistance to gemcitabine, in vitro.17 Taken together, these 
findings stem for the use of miR-21 as therapeutic target in PDA.
To date, most translational in vivo studies targeting miRNAs 
faced several concerns that need to be addressed before advancing 
to medical practice.5 In the present study, we found that locked 
nucleic acid antagomiRs successfully inhibited miR-21 function in 
vitro, but failed to target this miRNA in vivo (data not shown). Our 
findings strongly suggest that the lack of stability and the incapac-
ity of these molecules to overcome the tumor microenvironment 
are major hurdles for direct miRNA-based therapy of pancreatic 
tumors. While the use of synthetic oligonucleotide inhibitors is 
promising and will remain a fruitful area of investigation, rapid 
progress must be made to achieve effective delivery of miRNA 
inhibitors in target tissues. Consequently, we selected viral-
based vectors originally developed for gene therapy to express 
anti-miR-21 molecular sponges. We recently demonstrated that 
pancreatic cancer gene therapy strongly relies on the delivery 
vector.18–20 From our expertise, HIV-1–based LVs outshine other 
vectors (PEI, adenovirus, SV40…) in delivering therapeutic genes 
into pancreatic cancer cells, in vitro and in vivo.18 In addition, LVs 
have proven to be effective to achieve stable miRNA knockdown, 
ex vivo.21 The results described herein demonstrate for the first 
time that miRNA antagonists are highly efficient in targeting 
miR-21, when delivered by LVs both in vitro and in vivo, without 
impacting on endogenous miRNA biogenesis. However, it is man-
datory to underline the possible genotoxicity associated with the 
use of LVs.22 In our study, the delivered material is integrated in 
the host DNA with an unpredictable risk of insertional mutagen-
esis, activation of proto-oncogenes in healthy cells or even genera-
tion of aberrant transcripts.23 Consequently, we are now designing 
integrase-deficient LVs for the safe and efficient gene delivery of 
miRNA inhibitors in PDA-derived cells.
We found that tumor cell proliferation and tumor progres-
sion are strongly inhibited following miR-21 depletion in a very 
aggressive model of pancreatic cancer. Interestingly, miR-21 inhi-
bition also decreased PDA-derived tumor cells proliferation in 
three-dimensional models, strongly suggesting that this miRNA 
may favor the tumor-initiating capacity of pancreatic cancer 
stem cells. Although the molecular basis of this inhibitory effect 
requires further investigation, we demonstrate herein that miR-21 
depletion provokes PDA cell death by apoptosis as determined 
by PARP and caspase-3 cleavage assays. We further demonstrate 
that anti-miR-21 treatment is associated with downregulation of 
Bcl-2 and upregulation of Bax expression,24,25 respectively, and 
provide for the first time evidences of Bim induction in response 
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to miR-21 depletion in cancer cells. Our results are in agreement 
with previous reports suggesting that miR-21 is an oncogene that 
plays a key role in resisting programmed cell death in cancer cells, 
particularly through the mitochondrial pathway.8 In the present 
study, the expression levels of PTEN and PDCD4, two canonical 
targets or miR-21, were not altered following miR-21 depletion in 
both Mia PaCa-2 and Capan-2 cells (data not shown). While pro-
tein levels of PTEN are increased in PDA-derived HS766T cells 
by antisense to miR-21,26 direct targeting of this tumor suppres-
sor gene by miR-21 in PDA remains to be fully characterized.8 
Studies are undergoing to identify direct targets of miR-21 in 
PDA-derived cells.
We next established the principle that targeting miR-21 severely 
impairs pancreatic tumor growth. We used for the first time 
secreted luciferase as a marker for the noninvasive monitoring of 
PDA growth in mice. We demonstrated that blood levels of Lucia 
luciferase produced by PDA cells perfectly correlates with caliper 
measurement of orthotopic tumors volume. Unlike commonly 
used measuring devices, Lucia levels may be a valuable indicator 
of tumor viability. Using this unique model, we demonstrate that 
therapeutic delivery of miRNA inhibitors in highly proliferating 
and very aggressive pancreatic tumors can result in tumor growth 
inhibition. The dramatic sensitivity of the tumor cells to the spe-
cific reduction in miR-21 levels underscores the contribution of 
gain-of-function of this miRNA to pancreatic tumorigenesis. 
Tumor cells stopped to proliferate and underwent apoptosis fol-
lowing miR-21 depletion. We found that our approach surpasses 
the therapeutic efficacy of standard treatments for this disease. 
What remains to be investigated is whether miR-21 is a rationale 
target that may have beneficial effects on metastatic disease.
Surprisingly, we found that targeting miR-21 increases the 
number of blood vessels in the surrounding tissue. In order to 
elaborate a putative mechanism for miR-21 targeting to induce 
angiogenesis, we focused on the identification of the targets of this 
miRNA both in the tumor and its microenvironment. Indeed, we 
found that peripheral blood vessels also demonstrated a marked 
reduction in miR-21 following LV(a/miR-21) gene transfer. Our 
results support a role for the Rho GTPase RhoB, a key regulator 
of angiogenesis through the modulation of vascular permeability, 
extracellular matrix remodeling, migration and proliferation of 
endothelial cells, in the proangiogenic process following miR-21 
depletion. Interestingly, RhoB has also been extensively described 
in tumor cells where it seems to act as a tumor suppressor gene. 
Whether RhoB may also participate in the inhibition of tumor 
cell proliferation following miR-21 targeting remains to be 
investigated.
Based on the finding that miR-21 silencing enhances blood 
vessel growth, we hypothesized that depleting miR-21 may pro-
voke better drug delivery in pancreatic tumors. We demonstrate 
that gemcitabine and miR-21 targeting are synergistic, as this co-
treatment led to a very impressive antitumoral effect that is rarely 
achieved in this experimental model. Taken together, we demon-
strate that miR-21 is a suitable therapeutic target in PDA and that 
combining epigenetic silencing and chemotherapeutic treatment 
induce unexpected pancreatic tumor regression.
The present study design involved the treatment of existing 
tumors with miR-21 inhibitors, a paradigm closely related to 
the clinical scenarios in which this approach may be employed. 
Indeed, we are currently conducting a first-in-man phase I gene 
therapy clinical trial in 24 patients diagnosed with advanced pan-
creatic cancer (Thergap clinical trial, ClinicalTrials.gov identifier 
NCT01274455). We demonstrated during this trial, the feasibility 
and the safety of transfecting PDA tumors with nonviral vectors 
using endoscopic ultrasound (data not shown). While ground-
breaking, this unique clinical trial will strongly benefit from the 
characterization of new delivery vehicles and new molecular tar-
gets that may help alleviate the dismal prognosis of this disease. 
Because miR-21 is overexpressed in most human tumors,7 thera-
peutic delivery of miR-21 antagonists may still be beneficial for 
a large number of cancers for which no cure is available. While 
there clearly remains significant work to be done, our findings 
highlight the therapeutic promise of this approach.
MAterIAls And Methods
Cell culture and generation of multicellular tumor spheroids. Human 
PDA-derived Capan-2 cells were grown in RPMI medium supplemented 
with 10% fetal calf serum, l-glutamine, antibiotic and antimycotic cock-
tail (Life Technologies SAS, St Aubin, France) and Plasmocin (Cayla-
INVIVOGEN EUROPE, Toulouse, France). Mia PaCa-2 cells were 
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 4.5 g/l glucose 
(Invitrogen), 10% fetal calf serum, l-glutamine, antibiotics, Fungizone, 
and Plasmocin (InvivoGen). Spheroids were prepared following the 
“hanging-drop method” with minor modifications.9 Briefly, 20 µl drops 
containing 500 Capan-2 cells were suspended from the lids of 24-well cul-
ture dishes and transferred to 24-well culture dishes, base-coated with agar 
for 2 weeks. Cell lines and spheroids were grown in a humidified incubator 
at 37 °C in 5% CO2.
Cell cycle analysis by flow cytometry. Mia PaCa-2 cells were collected, 
rinsed once in phosphate-buffered saline (PBS) and fixed in ice-cold 70% 
ethanol overnight at 4 °C. Cells were collected by centrifugation at 1,000g 
and rinsed with PBS. Cells were incubated with propidium iodide follow-
ing manufacturer’s recommendation (Invitrogen). Cell cycle distribution 
was determined using BD FACS Calibur apparatus and Cell quest pro soft-
ware (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France).
Gene expression analysis. Total RNA was isolated from cell lines with 
TRIzol Reagent (Invitrogen) according to supplier’s instructions and RNA 
concentration was measured with the ND-1000 NanoDrop spectropho-
tometer (Nanodrop, Wilmington, DE). miRNAs were quantified from 1 µg 
total RNA using the miScript PCR System (Qiagen, COURTABOEUF, 
France). U6 and 5S RNAs were used as internal controls. cDNA samples 
were diluted 1 into 100 for miRNA detection or U6 and 1 into 10,000 for 
5S RNA detection. RhoB was quantified as reported previously.11 DNA 
samples were diluted 1 into 100 for RhoB detection or U6 and 1 into 1,000 
for GAPDH and actin RNA detection. Duplicate quantitative reverse 
transcriptase-PCR assays were carried out in a StepOnePlus Real-Time 
PCR System (Life Technologies SAS) with SYBR Green PCR Master Mix. 
Relative amounts of were calculated by the comparative threshold cycle 
(CT) method as 2−ΔCT, where ΔCT = CT (gene of interest) − CT (geometric 
mean of control genes).
Cell viability and cell proliferation analysis. Mia PaCa-2 cells were 
seeded at 6 × 103 cells per well in a 96-well dish and grown in complete 
medium. Twenty-four hours later, cells were transduced with LV(a/
miR-21) indicated multiplicity of infection. Control cells were transduced 
with LV(GFP). Number of viable cells was determined by colorimetric 
method using CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation 
Assay (Promega, Charbonnieres, France) according to manufacturer’s 
instructions 72 hours following transduction. Cell proliferation assays 
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were performed in 35-mm dishes. 50 × 103 Mia PaCa-2 cells were cul-
tured in complete medium for 24 hours (2 ml per dish). The next day, 
cells were transduced with LV(a/miR-21) at the indicated multiplicity of 
infection (Supplementary Materials and Methods). Control cells were 
transduced with LV(GFP). Cell growth was measured at days 1, 2, and 3 
following transduction by cell counting using a Coulter counter model ZM 
(Beckman Coulter, Roissy, France). All experiments were conducted with 
different batches of LVs. Transduced cells were not selected in this study.
Western blotting. Proteins were extracted from transduced cells or 
tumors, resolved on SDS-polyacrylamide gels, and transferred to nitrocel-
lulose membrane. After room temperature blocking for 1 hour, blots were 
incubated overnight at 4 °C with antibodies purchased from Cell signaling 
Technology (St Quentin Yvelines, France) diluted according to the manu-
facturer’s recommendations. Secondary horseradish peroxidase-conju-
gated antibodies (dilution 1:10,000; Perbio Science, Brebières, France) 
were added, and blots were incubated for 1 hour at room temperature. 
Immunoreactive proteins were visualized using ECL immunodetection 
(Immobilon; Millipore, Billerica, MA).
Immunostaining for Ki67, CD34, and cleaved caspase-3. Mia PaCa-2 
tumors were harvested and fixed in formalin. Four micrometer thick 
sections were prepared from paraffin-embedded sections and rehy-
drated. Following antigen retrieval, sections were incubated for 10 min-
utes in Protein Block, Serum-free reagent to reduce background staining 
(DakoCytomation). Slides were next incubated overnight at 4 °C with 
anti-Ki67 or CD34 antibodies (DakoCytomation, Les Ulis, France; dilu-
tion: 1:100), or cleaved caspase-3 antibody (Cell signaling Technology; 
dilution: 1:250) developed in rabbits. Antibody incubations were done 
in Antibody diluents (DakoCytomation). For CD34 staining, slides were 
washed and incubated in 3% H2O2 for 30 minutes at room temperature 
for endogenous peroxidase inhibition. Slides were quickly rinsed in dis-
tilled water, washed twice in PBS, and incubated for 30 minutes at room 
temperature with Envision+ system-HRP (DakoCytomation). After wash-
ing in distilled water, slides were incubated in AEC+ reagent and coun-
terstained with Mayer’s hematoxylin. For Ki67 and cleaved caspase-3 
staining, slides were washed and incubated for 1 hour, protected from light 
with Goat anti-rabbit CY3 conjugated secondary antibodies (1:50; Jackson 
ImmunoResearch, Suffolk, UK). After washing in PBS, slides were mounted 
with Vectashield containing DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA). 
Immunostaining was recorded with an optical microscope, and quantified 
using VisioLab2000 image analyzer (Biocom, Les Ulis, France).
In situ hybridization for miR-21. In situ hybridization for miR-21 was 
conducted as described elsewhere.6 Briefly, in situ hybridization was per-
formed on PDA tumors using LNA probes for miR-21 (Exiqon, Vedbaek, 
Denmark). Paraffin-embedded tumors were deparaffinized, treated by 
proteinase K, and fixed in paraformaldehyde. Digoxigenin-labeled LNA 
probe was hybridized overnight. Slides were rinsed and incubated with 
anti-digoxigenin Fab fragment (Roche diagnostics, Meylan, France) over-
night. The detection reaction was performed using NBT/BNI Ready-to-use 
tablets (Roche diagnostics) and slides were mounted with cover slip using 
Glyceragel mounting medium (DakoCytomation). Slides were observed 
with a Nikon E400 optical microscope, coupled to an image analyzer 
(VisioLab2000; Biocom). For each sample, 15 fields were analyzed.
Experimental protocol. Sixteen days following implantation of Mia 
PaCa-2 Lucia F1 cells (Supplementary Materials and Methods), tumors 
measured ~400 mm3 in volume and mice were randomized into the follow-
ing treatment groups (n = 12) regardless of the level of bioluminescence 
measured in the serum: (i) transduction with 150 ng of p24 of LV(GFP); 
(ii) transduction with 150 ng of p24 of LV(a/miR-21) in a level 2 animal 
safety facility as previously described.18 For the gemcitabine study, we used 
five animals per group. Gemcitabine (125 mg/kg) was administrated twice 
weekly by intraperitoneal injection. Blood samples were collected every 
2–3 days during the course of the experiment. The animals were killed 12 
days after gene transfer and the tumor tissue was (i) formalin-fixed and 
paraffin-embedded for immunohistochemistry and routine hematoxylin 
and eosin staining was performed, and (ii) snap frozen in liquid nitrogen 
and stored at −80 °C. Hematoxylin and eosin staining confirmed the pres-
ence of tumor(s) in each pancreas. Lucia production was measured in 5 µl 
of serum using coelenterazine (50 µmol/l) as a substrate.
Statistical analysis. Results are expressed as mean ± SE. Data were com-
pared by unpaired t-tests (*P < 0.05, **P < 0.01; ***P < 0.005) or one-way 
analysis of variance with Bonferroni’s multiple comparison test (#P < 0.005) 
using Graphpad Prism software (Graphpad Software, La Jolla, CA). P < 
0.05 was considered significant.
suPPleMentArY MAterIAl
Figure S1. Lentiviral vectors transduce human PDA-derived cell lines 
with high efficacy.
Figure S2. Targeting miR-21 does not impact on other cellular 
 miRNA expression.
Figure S3. Kinetics of inhibition of cell proliferation following 
 targeting of miR-21 in PDA-derived cells.
Figure S4. Lucia expression correlates with tumor cell proliferation 
and response to treatment.
Figure S5. Noninvasive tracking of pancreatic tumor growth using 
Lucia luciferase.
Figure S6. Tumor growth and intrapancreatic injection of lentiviral 
vectors are well tolerated in SCID mice.
Figure S7. miR-21 is downregulated in peripheral blood vessels 
 following LV(a/miR-21) gene transfer.
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